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Zur Kenntnis der Extraktivstoffe der Muskeln. 
XIV. Mitteilung. 


Uber das Carnosin und Carnosinnitrat. 


Von 
WI. Gulewitsch. 





(Aus dem medizinisch-chemischen Laboratorium der Universitat Moskau.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. Juli 1913.) 


In meinen friiheren Mitteilungen!) habe ich einige Eigen- 
schaften von Carnosin und Carnosinnitrat beschrieben. Das 
Carnosinnitrat, welches ich damals zu dieser Untersuchung 
benutzt habe, wurde durch das zweimalige Umkrystallisieren 
des rohen, aus dem Liebigschen Fleischextrakt isolierten 
Salzes gereinigt. Inzwischen hat es sich bei den in hiesigem 
Laboratorium von mir und meinen Mitarbeitern ausgefiihrten 
Untersuchungen erwiesen, dafi bei der Gewinnung von Car- 
nosin resp. Carnosinnitrat eine Substanz durch Silbernitrat 
und Barythydrat mitgefallt wird, welche sich dann bei der 
fraktionierten Fallung der wisserigen Lésungen von Carnosin 
resp. Carnosinnitrat durch Alkohol sirupartig ausscheidet und 
das Auskrystallisieren der Carnosinpréparate unter Umstinden 
sehr erschweren kann, wihrend reine Carnosin- resp. Carnosin- 
nitratl6sungen beim vorsichtigen Vermischen mit Alkohol aus- 
gezeichnet und sehr leicht krystallisieren. Obgleich das einmal 
zur Krystallisation gebrachte Carnosin resp. Carnosinnitrat 
sich weiter durch Umkrystallisieren leicht reinigen labt, kann 
eine selbst geringe Beimischung dieser unbekannten sirup- 
artigen stark linksdrehenden Substanz den Schmelzpunkt und 
das spezifische Drehungsvermégen der Priiparate merklich 


') Chem. Ber, Bd. 33 (1900), S. 1902. Diese Zeitschrift, Bd. 30 
(1900), S. 565; Bd. 50 (1906), S. 204. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXVII 1 
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herabsetzen. Als mir spater eine gr6Bere Menge von Carnosin 
zur Verfiigung stand, und ich in der Lage war, einige physi- 
kalisch-chemische Konstanten des sorgfaltig gereinigten Car- 
nosins und Carnosinnitrats aufs neue genauer zu ermitteln, hielt 
ich daher so eine Untersuchung fiir wiinschenswert; die Er- 
gebnisse derselben sind weiter unten zusammengestellt. 


Carnosinnitrat. 


Zu meiner Arbeit benutzte ich 39 g Carnosinnitrat, 
welches teils aus dem Liebigschen Fleischextrakt, teils aus 
dem Ochsenfleisch durch Silbernitrat und Barythydrat auf die 
libliche Weise ausgeschieden worden war. Die Lésung des 
Salzes wurde mit Tierkohle entfirbt, filtriert und stark ein- 
gedampft. Die sich nach dem Erkalten ausgeschiedenen farb- 
losen nadelf6rmigen Krystalle wurden abgesaugt und mit Al- 
kohol ausgewaschen; sie schmolzen bei 213°. Aus der stark 
eingedampften Mutterlauge wurde eine neue Portion farbloser 
Niidelchen erhalten, welche abgesaugt und mit einer Mischung 
von 1 Teil Wasser und 3 Teilen Alkohol ausgewaschen wurden; 
sie schmolzen bei 212,5°. Die neue Mutterlauge lieferte nach 
dem Eindampfen schwach gelbliche Krystillchen mit dem 
Schmelzpunkt 211°.') Ftir die weitere Reinigung wurden nur 
2 erste Fraktionen genommen, welche zusammen 20,5 g wogen; 
sie wurden auch zur Ldéslichkeitsbestimmung benutzt. 

I. Carnosinnitrat wurde in Wasser aufgeschwemmt und im Ost- 
waldschen Thermostaten 8 Stunden bei 25,1—25,2 ° rotiert; nach 3 Stunden 
wurde in die Lisung eine neue Menge fein gepulverten Salzes geschiittet. 
Die gesdttigte Lésung wurde durch einen Wattestopfen in ein tariertes 
Wagegliischen heriibergedriickt. 17,1277 g Lésung lieferten 8,3952 g des 
bei 110—115° getrockneten Riickstandes. ; 

Il. Die gesittigte Lésung wurde wie in I., aber unter 24stiindigem 
Rotieren dargestellt. Aus 16,0750 g Lésung resultierten 7,8834 g Riickstand. 


Folglich lésen 100 g Wasser bei 25,1—25,2° 96,1 resp. 


‘) Aus der Mutterlauge von diesen Krystallen wurden nach dem 
Auskrystallisieren zwei weiterer Portionen Carnosinnitrat 0,9 g Methyl- 
guanidinnitrat mit dem Schmelzpunkt 150° isoliert. 
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96,2 g Carnosinnitrat oder 1 g Salz lést sich in 1,040 resp. 
1,039 g Wasser. 

Carnosinnitrat scheidet sich aus einer erkaltenden wisse- 
rigen Losung ohne Krystallwasser aus. 

{II. 0,9265 g der lufttrockenen Verbindung verloren im Vakuum- 
exsikkator 0,0038 g == 0,4°/o ihres Gewichtes, wihrend der Wassergehalt 
fiir C,H,,N,O, . HNO, +- H,O zu 4,9°/o berechnetist. 

Die beiden ersten vereinigten Fraktionen von Carnosin- 
nitrat wurden aus erkaltender wisseriger Loésung nochmals 
umkrystallisiert, wobei sich 7 g schneeweile Trichite (A) aus- 
schieden, welche abgesaugt und mit Alkohol ausgewaschen 
wurden. Beim Vermischen der Mutterlauge mit Waschalkohol 
entstand ein breiartiger Niederschlag (B), welcher abgesaugt 
und mit Alkohol ausgewaschen wurde; er wog 9 g. 

Aus stark eingeengten wiasserigen Losungen scheidet sich 
das Carnosinnitrat in 1—2 mm langen nadelférmigen Kry- 
stallchen resp. Trichiten aus. Laft man weniger konzentrierte 
wiisserige Loésungen erkalten oder versetzt man eine heife 
wasserige Losung reinen Carnosinnitrats mit Alkohol bis zur 
schwachen bleibenden Triibung, bekommt man sehr hiibsche 
groBe sternformige Drusen von nadelférmigen, einige Millimeter 
langen Krystallen. Unter dem Polarisationsmikroskop zeigt das 
Carnosinnitrat Nadeln oder lange und schmale Prismen resp. 
Tafeln, welche rechteckig oder schief abgeschnitten oder keil- 
formig zugespitzt sind; die langen Kanten des aus minder 
reinen Lésungen auskrystallisierten Carnosinnitrats sind bis- 
weilen konkav. Die Ausléschung ist der lingeren Kante 
parallel; der Liinge nach konnen die Krystalle sowohl positiv, 
wie auch negativ sein; jene Krystalle sind die haufiger vor- 
kommenden. 

Das reine Carnosinnitrat schmilzt im Rothschen Appa- 
rate bei 219° unter starker Zersetzung; im Thieleschen 
Blocke wurde der Zersetzungspunkt 222° (korr.) aufgefunden. 
Die wisserige LoOsung des Carnosinnitrats hat eine schwach 
saure Reaktion auf Lackmuspapier und schmeckt schwach 
salzartig, zugleich sehr schwach bitterlich. 

Die Fraktionen (A) und (B) wurden polarisiert. 


1* 
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Die Polarisationsbestimmungen IV—-XIV wurden mit einem kleineren 
Lippichschen Apparate von Schmidt und Haensch ausgefihrt; als 
Lichtquellen dienten dabei: 1. eine Natriumlampe mit einem Kalium- 
bichromatlichtfilter fiir die Wellenlange \ = 589 uu und 2. die Sieden- 
topfsche Quecksilberbogenlampe, welche bei der Benutzung von speziellen 
Lichtfiltern ein intensives griines monochromatisches Licht von \ = 546 uu 
und ein viel schwacheres blauviolettes Licht von A = 436 uu liefert. 
Fiir die Polarisationen XX—XXVI diente mir ein grofer Lippichscher 
Apparat von Schmidt und Haensch mit der Spektralreinigung des von 
der Natriumlampe resp. von der Quecksilberlampe erzeugten Lichtes. Die 
Lange der mit Wasserumspiilung versehenen Réhren dieses Polarisations- 
apparates wurde von Herrn Prof. Dr. P. Lasarew mit Hilfe eines Kom- 
parators justiert und bei 19° bis auf — 0,01 bis —0,02°/o ihres Betrages 
richtig gefunden; Herrn Prof. Dr. P. Lasarew erlaube ich mir auch an 
dieser Stelle meinen besten Dank auszusprechen. Alle bei den Polari- 
sationsbestimmungen ausgefiihrten Wagungen sind auf den luftleeren Raum 
reduziert; das spezifische Gewicht des Carnosinnitrats betragt 1,45, das 
des Carnosins 1,42. 


IV. 1,5909 g Carnosinnitrat wurden in Wasser zu 19,8919 g gelost. 
Die Lisung hatte dj? = 1,0302 und zeigte bei 1 = 2dm ay = + 3,75°. 
(Der gréfite Fehler der Einzelablesung war dabei + 0,02 °). 


V. 0,9172 g Substanz in Wasser zu 18,0370 g gelist; di” — 1,0182; 
|= 2dm; aj = +2,41° (+0,015%); aff, = + 2,885° (+ 0,005°). 

VI. 4,7143 g der Lésung IV = 0,3770 g Carnosinnitrat wurden mit 
Wasser zu 25,4920 g verdiinnt ; r; = 1,0041; | = 2 dm; apy = -+-0,715° 
(+ 0,015 °). 

VII. 0,3224 g Carnosinnitrat in Wasser zu 22,4788 g gelist; oY 
= 1,0038; 1 = 2dm; aj,’ = +0,695° (+ 0,01°). 

VIII. 0,4598 g Carnosinitrat in 8,9 ccm 2,9-norm.-Salpetersadure ge- 
list. Das Gesamtgewicht der Lisung 10,2254 g; di°° = 1,1086; 1 = 1 dm; 
ayy” = +-0,675° (+0,01°). 

IX. 0,9557 g Carnosinnitrat in 2,98 ccm (fiir 1 Mol. berechnet) 1,1079- 


norm.-Salpeterséure gelést; die mit Wasser verdiinnte Lésung reagierte 
auf Kongopapier deutlich, obgleich nicht stark. Das Gesamtgewicht der 


Lisung 11,8725 g; di° = 1,0370; 1 =1dm; aj) = +1,01° (+ 0,015). 


Die aus diesen Bestimmungen berechneten Werte fir 
das spezifische Drehungsvermégen sind in der folgenden Ta- 
belle zusammengestellt. 


On een ee 
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Spezifisches Drehungsvermégen von Carnosinnitrat. 






































Nr. der | | | Mol | 
| _ ?p c | Mo t t _—— t t | lalae*) 
Beobach-) [a] (4); 46 [Mp | (M546 le]; s—le]p 

, tung | %Jo | %o HNO, D Sat all i 4 Plalp 
IV | 7,998) 8,240/ — |+228°] — | 6599) — ai ea 

V | 5,085 | 5,178; — 23,3 |+-27,86°| 67,3 | 80,5° 46° 1,20 
VI | 1,479 1,485) — 24.1 ——: wae <i 
Vi | 1,434/1,439/ — | 241] — |7 | — | — - 
VI | 4,497 | 4,986 16%.) 13,5 | — | 39,0 | — — _ 
IX |8,050/8,348) 1 12,1 me 2 ee hae 

Die Fraktion (B) von Carnosinnitrat (S. 3) wurde eben- 

falls polarisiert. 

ra X. 1,1140 g Substanz wurden in Wasser zu 14,6515 g_ gelost; 

| d!95 — 1.0286 g; 1 = dm; at” == + 1,735° (+ 0,019). 

| 

| Aus diesen Werten folgt: p = 7,603°/o; ¢ = 7,820°/o; 

e 


[a5 wP = + 29,20, 
Da das spezifische Drehungsvermogen der Fraktion (B), 
welche aus der Mutterlauge von (A) ausgeschieden wurde, 
nur um 0,6° niedriger war als das spezifische Drehungsver- 
| mégen von (A), darf man diese letzte Fraktion, welche beim 
| wiederholten Umkrystallisieren von 39 g schon ziemlich reinem 
Carnosinnitrat in einer Menge von nur 7g erhalten wurde, 
als rein betrachten. 
| Um die oben zusammengestellten Werte des spezifischen 
Drehungsvermogens zu vervollstandigen, moégen noch die Polari- 
sationen angefiihrt werden, welche mit einem dritten Praparate 
von Carnosinnitrat ausgefiihrt wurden. 

XI. 0,8549 g Carnosinnitrat wurden in Wasser gelist; das Gesamt- 
epic der filtrierten Line == 10,5584 g; dj? = 1,0306; 1 = 1 dm; 
al? — +11,88° (+0,01%; af%, = + 2,255 (+0,01%; af? = +3,99° 
(+ 0,20°). 

XII. 4,4186 g der Lésung XI = 0,3580 g Carnosinnitrat wurden mit 


Wasser zu ” 9528 g verdinnt; a> — = 1,0120; 1 = 1dm; ah? = = -+-0,78° 
(+.0,01°); a5, = +.0,955° (+.0,005%); aj3? = + 1,70° (+ 0,11°). 


si OUR Ae At mE ST toa 





1) Vgl.: E. Deussen, Journ. fir prakt. Chem. [2], Bd. 85, S. 484; 
Bd. 86 (1912), S. 425; Bd. 87 (1913), S. 96. 
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XIII. 8.8414 g der Lésung XII = 0,2890 g Carnosinnitrat wurden 
mit Wasser zu 19,5336 g verdiinnt ; vg = 1,0046; 1 = 2 dm; an? = -++- 0),72° 
(+.0,015°); aff? = +-0,87° (+0,015%); aff, = +.1,48° (+0,11°). 

XIV. 3,7678 g der Lésung XI = 0,3052 g Carnosinitrat wurden 
mit 16,0 ccm 1,1079-norm.-Salpetersdure versetzt (fiir 1 Mol. sind 0,95 ccm 
berechnet); das Gesamtgewicht = 20,3774 g; ce = 1,0358; 1 = 2 dm; 
aj, = +0,38° (+0,005); asf? = +0,465° (+0,015%; aff? = + 0,92° 


(+ 0,08 °). 














y or | | | t 

Beobach-| | © | MONT tat, | falas | faltgs | EM I, [M55 l(oltgg—Lat) UE4® 
tung *o0 | °/o |HNO,| | | [lp 
XI |8,1018,349) — + 22,5°-427,0°4 48° 65,0° 78,09 139°, 45° | 1,20 
XII 3,2693,308) — 23.6 | 289) 51 | 682 | 83,5 | 147 53 | 1,22 
XI 1,4801,487, — | 242] 293] 50/70 [8 [145 | 51 | 1,21 
XIV [1,498 1,552, 168| 12,2] 150] 30 |353 43 | 87 | 28 | 1,23 




















Diese 2 Tabellen zeigen somit unzweideutig, daf das 
spezifische Drehungsvermégen des Carnosinnitrats mit der Ver- 
diinnung seiner wiisserigen Lésungen ein wenig steigt, und 
dafi ein Zusatz von Salpeterséure das Drehungsvermégen des 
Carnosinnitrats stark herabsetzt. 


Carnosin. 

16,8 g Carnosinnitrat, welches bei c = 8,2°/o [alp 
= -+ 22,4° zeigte, wurden in 2 1 Wasser geldést, mit 25°/oiger 
Phosphorwolframsiure vorsichtig ausgefallt, der Niederschlag 
abgesaugt, sorgfiltig mit Wasser ausgewaschen und auf die 
iibliche Weise mit chemisch reinem Barythydrat zersetzt. Die 
mit Kohlensiure gesittigte L6sung wurde auf dem Wasserbade 
stark eingeengt. Nach dem Erkalten erstarrte die Losung in- 
folge der Ausscheidung zahlreicher Krystallwarzen, die aus 
mikroskopischen Niidelchen resp. Trichiten bestanden. Der 
Niederschlag wurde abgesaugt. Das erhaltene Carnosin war 
krystallwasserfrei. 

XV. 2,8467 g der zwischen Filtrierpapier abgepreften Substanz 
verloren bei 112° 0,0193 g = 0,7°/o, wahrend fiir C,H,,N,O, -+- H,O 7,4°/o 
Krystallwasser berechnet sind. Das von einer grofien Menge mikrosko- 
pischer Nadelchen aufgesaugte Wasser laft sich schwer durch das Ab- 
pressen entfernen. 
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XVI. Zur Léslichkeitsbestimmung wurde die Substanz im Ost- 
waldschen Thermostaten 25 Stunden bei 24,9—25,0° rotiert; vgl. die 
Bestimmung I (S. 2). 9,8460 g Lésung lieferten 2,3449 g des bei 115° 
getrockneten Riickstandes. 

100 g Wasser lésen bei 24,9—25,0° 31 g Carnosin resp. 
1 g Carnosin lést sich in 3,2 g Wasser. 

Das auskrystallisierte Carnosin wurde in Wasser gelist 
und mit Alkohol gefallt. Der Niederschlag wurde abgesaugt 
und mit Alkohol ausgewaschen. 


XVI. Mit dem durch Alkohol ausgefallten Carnosin wurde die 
Léslichkeitsbestimmung bei 24,9° wiederholt, wobei aus 21,4203 g Lisung 
5,2385 g des bei 115° getrockneten Riickstandes resultierten. 

100 g Wasser lésen bei 24,9° 32 g Carnosin resp. 1 g 
Carnosin list sich in 3,1 g Wasser. 

Das durch Alkohol gefiillte Carnosin wurde in wenig 
Wasser gelést und mit Alkohol aufs neue gefiillt. 

XVIII. 3,9943 g Carnosin wurden in Wasser zu 32,0724 g geldst; 
p = 12,454°o; a2" — 1,0427; ¢ = 12,986°/o; 1 = 2 dm; aj’ = + 5,395° 
(+.0,02°); a2? — +. 6,495° (+ 0,005 °). 

(aj? = +.20,77°; [ave == + 25,01°. 

Die Substanz schmolz in dem auf ca. 235° vorgewirmten Thiele- 
schen Apparat bei 248,5—250° unter starker Zersetzung. Wie die Polari- 
sation und der Schmelzpunkt zeigen (vgl. weiter unten), war die Substanz 
schon rein. 

Diese Carnosinportion wurde noch zweimal aus kon- 
zentrierter wisseriger Lésung durch Alkohol gefillt, wobei 
schlieBlich die Portion (A) und die alkoholische Mutterlauge 
erhalten wurden, welche nach dem Eindampfen und Vermischen 
mit absolutem Alkohol durch die ausgeschiedenen Nadelchen 
und Trichite (B) erstarrte. 

Beim Fillen seiner L6sungen mit Alkohol erwies sich das 
Carnosin als ein in verdiinntem Alkohol merklich ldslicher 
Korper: z. B. schied eine 9°/oige wéasserige Carnosinlésung 
beim Versetzen mit etwa 8 Volumen absolutem Alkohol nur 
65°/o der gesamten Carnosinmenge aus, wahrend 35°/o in der 
Lésung geblieben waren. Beim vorsichtigen Zusatz von ab- 
solutem Alkohol zur heifen wiasserigen Lésung des Carnosins 
bis zur bleibenden Triibung scheiden sich beim Stehen pracht- 
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volle schneeweife, aus zusammengewachsenen Nadeln bestehende 
und bis 12|2 ccm im Querschnitt betragende Rosetten und kleinere 
blumenkohlartige Drusen aus. Die nadelférmigen Krystalle zeigen 
unter dem Polarisationsmikroskop die parallele Ausl6schung und 
sind der Linge nach positiv. 

Das Carnosin schmilzt in dem auf 230° vorgewirmten 
Thieleschen Blocke bei 246—250° unter starker Zersetzung; 
der Zersetzungspunkt des Carnosins kann je nach den Be- 
dingungen des Erwiirmens etwas variieren. Die beim Schmelzen 
des Carnosins entweichenden Dimpfe zeigen eine starke Pyrrol- 
reaktion mit einem mit konzentrierter Salzsiure befeuchteten 
Fichtenspan. 

In reinem Carnosin wurde der Stickstoffgehalt bestimmt. 

XIX. 0,1091 g Substanz lieferten beim Verbrennen 24,95 ccm N 
bei 24,5° und 748 mm Bar. 


Gefunden: Berechnet fiir 
XIX. C,H,,N,0,: 
N = 24,9°,o 24,8 %/o. 


Das Carnosin schmeckt fade und reagiert stark alkalisch: 
eine 0,004 norm. wiasserige Carnosinl6sung zeigt noch eine 
sehr schwache alkalische Reaktion. Eine wasserige Carnosin- 
losung (1: 10) wird durch folgende Reagenzien nicht gefallt: 
Kaliumferrocyanid, Kaliumferricyanid, diese zwei Reagenzien 
und Salzséure, Bleizucker, Bleiessig, Quecksilberkaliumjodid 
und Salzsaéure; Quecksilberoxydulnitrat liefert einen geringen, 
rasch grau werdenden Niederschlag; Kaliumwismutjodid erzeugt 
eine geringe Fiallung, welche sich bald in sehr kleine 6lige 
Trépfchen verwandelt; eine wisserige Lisung der Goldchlor- 
wasserstoffsaure (1: 4) gibt einen mifkigen gelblichen, bald sich 
verharzenden Niederschlag; mit einer alkoholischen Lésung der 
Platinchlorwasserstoffséure (1:4) entsteht kein Niederschlag 
sogleich nach dem Vermischen, beim liangeren Stehen aber 
scheiden sich kurze kleine orangefarbige Prismen aus, welche sich 
in Wasser leicht lésen; eine gesattigte wasserige Pikrinsaure- 
ldsung liefert einen sehr geringen Niederschlag, welcher sich 
in einem Uberschusse der Pikrinsiure wieder auflist. Tannin 
und Phosphormolybdansaure erzeugen sehr starke Fallungen; 
eine !:2°/oige wisserige Carnosinldsung wird durch Tannin 
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ebenfalls reichlich gefallt; eine verdiinntere Carnosinlésung 
(1: 1100) gibt mit Tannin weder einen Niederschlag, noch eine 
Tribung, wahrend die Phosphormolybdansiaure darin eine starke 
Tribung hervorruft und selbst in einer Carnosinlésung 1 : 5600 
noch ein schwaches Opalisieren entstehen laBt.!) Die Fiillbar- 
keit der Carnosinlésungen durch die Phosphorwolframsaure 
wird durch die Gegenwart der Acetate stark beeintrachtigt, 
sodaf bei einer gréferen Menge des essigsauren Natrons ein 
grofer Uberschu8 der Phosphorwolframsiiure und ein starkes 
Ansauern mit Schwefelsiéure zur Erzeugung eines Niederschlags 
notwendig sind; die Anhéufung der Acetate in der mit Phosphor- 
wolframsiure zu fillenden Fliissigkeit ist somit méglichst zu 
vermeiden. In heifem Wasser ist das Carnosinphosphor- 
wolframat schwer lislich und scheidet sich beim Erkalten der 
Lésung in mikroskopischen kurzen Tafelchen und Prismen aus; 
in Acetonwasser ist es leicht léslich. 

Die Carnosinfraktionen (A) und (B) wurden polarisiert. 

XX. 1,3243 g Carnosin (A) wurden in Wasser zu 10,6798 g gelist; 
af = 1,0423; 1 = 1 dm; ap’ == +2,71° (+0,03°); a2? — +3970 
(+0,01 °). . 

XXI. 8.4564 g der Lésung XX = 1,0486 g Carnosin wurden mit 
Wasser zu 18,6418 g verdiinnt; az" == 10179; | = 2 dm; at)? = -+ 2,415? 
(+.0,015°); aff’ = +.2,90° (+.0,005°); at = +- 5,26° (+0,15°). 

XXII. 0,3051 g Carnosin (A) wurden in Wasser zu 10,7103 g gelést; 
di°? = 1,0082; 1 = 1 dm; aj)’' = + 0,605° (+0,01°); a2? — +0,725° 
(+.0,005°); af9? — +-1,315° (+ 0,03°). 

XXIII. 10,2452 g der Lésung XXII = 0,2919 g Carnosin wurden mit 
Wasser zu 43,8474 g verdiinnt; a2? == 1,0005; 1 = 6dm; an” = -+ 0,85° 
(+.0,02°); af! = + 1,03° (40,01°); aft! = + 1,86° (+.0,05). 

XXIV. 0,9193 g Carnosin (B) wurden in Wasser zu 16,3286 g gelist; 
di”? = 1,0180; 1 — 2dm; ap? = +2,41° (+0,02); a/99 — -+ 2,915° 
(+0,005°); aj?” = +-5,17° (+0,07°). 

XXV. 6,5871 g der Lésung XXIV = 0,3709 g Carnosin wurden mit 
Wasser zu 13,0784 g verdiinnt; ai*? == 1,0082;1 = 2 dm; an” = -+1,19° 
(+.0,01°); aff; = + 1,445° (+ 0,005°). 





1) Uber einige andere Reaktionen des Carnosins vgl.: S. Demja- 
nowski, Diese Zeitschrift, Bd. 80, S. 214 u. 216 (1912). 
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Aus diesen Bestimmungen werden Werte berechnet, die 
in der folgenden Tabelle zusammengestellt sind. 


Spezifisches Drehungsvermégen von Carnosin. 









































Nr. der p | c¢ | _ ‘ | | | ; ; (alt. 
Beobach-; (aly | (bie | Calis, | (M Ib. ih Os (4]546—{4]p | —— 
tung °Jo | 9/0 | | | [a]p 

XX | 12,400 12,925 + 21,09|-+- 25, 30°, — 475° 0) 57 a — | 43° | 120 
XXI_ | 5,625) 5,726, 21,1 | 25,32 + pe ps pe 22 | 104° 4,9 1,20 
XXII | 2,849, 2,872, S11| 262 | nn 47,7 (57,0 aes 4,1 1,19 
_XXIIL | 0,666 0,666) 21,3 | 25,8 ! 47 48 |583 | 106 4.5 1,21 
XXIV | 5,630 5,731, 21,0 | 2543] 45,1/47,5 [57,47 /102 | 44 | 1,21 
XXV | 2,836 2,859) 20,8 | 25 0307 | — azo | wa i- 45 1,21 


Das freie Carnosin besitzt somit zum Unterschied von 
seinem Nitrat ein fast konstantes spez. Drehungsvermégen, 
welches nur sehr wenig mit einer ca. 20fachen Verdiinnung 
der Lésung steigt. Das polarisierle Carnosin darf als ganz 
rein angesehen werden, da die zwei untersuchten Fraktionen 
(A) und (B) denselben Wert des spez. Drehungsvermégens 
zeigen,!) der Differenzwert und der Dispersionskoeffizient der 
beiden Fraktionen konstant sind, und [a] des auf S. 7 be- 
schriebenen Carnosinpraparates durch die zweimalige Fallung 
mit Alkohol fast gar nicht geandert worden ist. Durch die 
Vergleichung der Werte des Drehungsvermégens von Carnosin 
und seinem Nitrat ist die Vermutung gerechtfertigt, daB das 
Ansteigen des Drehungsvermégens mit der Verdiinnung der 
Lésungen von Carnosinnitrat und das bedeutende Fallen dieses 
Wertes beim Zufiigen von Salpetersiéure nicht durch die hy- 
drolytische, sondern durch die elektrolytische Dissoziation des 
Salzes veranlaBt werden: hat doch das Carnosin ein kleineres 


Drehungsvermégen wie sein Nitrat. 
Aus dem polarisierten reinen Carnosin wurde nun das 


Nitrat dargestellt. 





') Die Bestimmungen von [a],,, konnten wegen der geringeren 
Intensitaét des blauvioletten Lichtes nicht mit demselben Genauigkeitsgrad 
ausgefiihrt werden wie die von [a], und [a],4.. 
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XXVI. 1,0407 g Carnosin wurden in ca. 5 ccm Wasser gelist, mit 
der aquimolekularen Menge (4,15 ccm) 1,1079-norm.-Salpetersdure versetzt, 
und der heifien Lisung Alkohol bis zur bleibenden Triibung hinzugefiigt. 
Nach dem Erkalten schieden sich prachtvolle kugelférmige Drusen von 
nadelférmigen Krystallen aus. Die abgesaugten Krystalle wurden im 
Vakuumexsikkator getrocknet und polarisiert. 0,6536 g Carnosinnitrat 


wurden in Wasser zu 14,3698 g gelést; e == 10161; 1 = 2 dm; 
ap’? = +2,175° (+0,01°); off? = +2,585° (+.0,005°); af)? = + 4,57° 
(+ 0,03 °). 

Daraus werden folgende Werte berechnet: p = 4,548°/o 
¢ = 4,621 °/o; [al"* = + 23,59; [apes = + 27,979; [ale = 


36 
+- 49,6°. Die Ubereinstimmung mit den oben (S. 5) ange- 
gebenen Werten des spez. Drehungsvermégens von Carnosin- 
nitrat ist somit eine sehr gute und beweist, dai gar keine 
Racemisierung bei der Darstellung des Carnosins aus seinem 


Nitrat statt gehabt hat. 
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XV. Mitteilung. 


Uber das Vorkommen des Carnosins, Methylguanidins und 
Carnitins im Pferdefleisch. 
Von 
J. Smorodinzew. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Laboratorium der Universitat Moskau.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. Juli 1913.) 


Nachdem es festgestellt worden war, dafi die zuerst aus 
dem Liebigschen Fleischextrakt isolierten Stoffe: Carnosin, ') 
Methylguanidin?) und Carnitin*) auch im frischen Rindfleisch *) 
vorkommen, kam nattirlicherweise die Frage nach dem Vor- 
handensein der genannten Verbindungen in andern Organen 
und Geweben sowie nach dem Grad ihrer Verbreitung in der 
Muskulatur anderer Tiere an die Reihe. Die genannten Basen 
wurden auch im Kalbfleisch®) gefunden, das Carnosin wurde 
aus dem Fleische von einigen Fischen, Krabben und Austern ®) 
und von wildem Kaninchen’) gewonnen. Das Carnosin und , 
Carnitin sind jedoch bislang nur im Muskelfleisch konstatiert 
worden; die Untersuchung anderer Organe: der Niere,%) der 


1) Wl. Gulewitsch und 8. AmiradZibi, Diese Zeitschrift, Bd. 30, 
S. 565 (1900). 

*) Fr. Kutscher, Zeitschr. f. Unters. d. Nahr.- u. Genufm., Bd. 10, 
S. 531 (1906); Wl. Gulewitsch, Diese Zeitschrift, Bd. 47, S. 471 (1906). 

‘) Wl. Gulewitsch und R. Krimberg, Diese Zeitschrift, Bd. 45, 
S. 326 (1905). 

*) R. Krimberg, Diese Zeitschrift, Bd. 48, S. 412 (1906). 

5) W. Skworzow, Diese Zeitschrift, Bd. 68, S, 36 (1910). 

6) U. Suzuki, K. Yoshimura, M. Jamakawa und J. Irie, Diese 
Zeitschrift, Bd. 62, S. 1 (1909); U. Suzuki, Chem. Zentralbl, 1913, I, 
S. 1042. 

7) K. Yoshimura, Bioch. Zs., Bd. 37, S. 477 (1911). 

*) K. Bebeschin, Diese Zeitschrift, Bd. 72, S. 380 (1911). 
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Leber, ') auf das Vorhandensein dieser Verbindungen hat nega- 
tive Resultate ergeben, wahrend das Methylguanidin auch als 
einer der Bestandteile der Leber sich erwiesen hat.) 


Erste Untersuchung. 


6,5 kg Muskeln vom Hinterbein eines frisch getéteten 
Pferdes?) wurden auf die gewdhnliche Weise behandelt.*) 
Aus der Fraktion des Silberniederschlags wurden 0,58 g 
freie Purinkérper isoliert, welche durch ihr Verhalten gegen 
eine ammoniakalische Silbernitratldsung, gegen die Xanthin- 
probe und gegen die Weidelsche Probe identifiziert wurden. 

Die Fraktion des I. Silberbarytniederschlags gab 
2,0 g freien Carnosins mit der Zersetzungstemperatur 239 
bis 242°, 4) 

Il. Silberbarytniederschlag. Es wurden 8,97 g 
salpetersauren Methylguanidins und aus der_nichtkrystalli- 
sierenden Mutterlauge desselben noch 2,37 g_pikrinsauren 
Methylguanidins gewonnen. Das umkrystallisierte Methylguani- 
dinnitrat zeigte den richtigen Schmelzpunkt 149-—-150°, 5) das 
umkrystallisierte Pikrat schmolz bei 201,5°, d. h. hatte den 
Schmelzpunkt des reinen Methylguanidinpikrates. °) 

Wismutjodidniederschlag lieferte 5,65 g einer Subli- 
matverbindung, welche in Gestalt gut ausgebildeter, zu Kugeln 
vereinigter kleiner Nadeln mit dem Schmelzpunkt 196° krystal- 
lisierte; das Carnitinquecksilberchloriddoppelsalz C,H,,NOs, 
2 HgCl, schmilzt genau bei 196°. °) 


1) J. Smorodinzew, Diese Zeitschrift, Bd. 80, S. 218 (1912). 

*) Das Material zu dieser und zu der zweiten Untersuchung wurde 
vom bakteriologischen Institut des Herrn Dr. Ph. Blumenthal iiber- 
lassen, dem ich hiermit meinen innigsten Dank ausspreche. 

3) H. Thierfelder, Hoppe-Seylers Handbuch d. physiol. und 
pathol.-chem. Anal., 1909, S. 758. 

*) Einen Teil dieser Untersuchung, und zwar bis zum Moment der 
Gewinnung der Carnosinfraktion fiihrte ich unter der Mitwirkung von 
weiland Frl. E. Polikarpow aus. Infolge der plétzlichen Erkrankung 
und des Todes meiner Mitarbeiterin ging ein bedeutender Teil dieser 
Fraktion verloren. 

5) Wl. Gulewitsch, Diese Zeitschrift, Bd. 47, S. 471 (1905). 

6) R. Krimberg, Diese Zeitschrift, Bd. 50, S. 363 (1907). 
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Zweite Untersuchung. 


Da aus dem oben erwéhnten Grunde die Carnosinfraktion 
in der ersten Untersuchung verloren gegangen war, so wieder- 
holte ich meine Arbeit, doch mit dem Unterschied, da’ ich 
Wechslers!) Hinweis auf die Léslichkeit der Phosphorwol- 
framate der organischen Basen in Acetonwasser behufs Tren- 
nung derselben von den amorphen, die Krystallisation verhin- 
dernden Verunreinigungen benutzte. 

Aus 18 kg ganz frischen Pferdefleisches (vom Hinterbein) 
wurde auf die gewOhnliche Weise ein wasseriges Extrakt be- 
reitet: das mit der Fleischhackmaschine feingewiegte Fleisch 
wurde in kochendes Wasser gebracht und das Erwarmen bei 
ca. 90° 20—30 Minuten fortgesetzt. Nachdem diese Operation 
dreimal wiederholt worden war, wurden 78 1 so erhaltenen 
Extraktes bis auf 2'/2 | eingeengt und unmittelbar ohne Aus- 
siuerung und ohne vorhergehende Fallung mit Bleiacetat,?) 
mit einer konzentrierten Phosphorwolframsaurelésung gefiillt, 
wozu ca. 1 kg krystallinische Phosphorwolframsdure erforderlich 
war. Der erhaltene voluminése Niederschlag wurde mittels 
Dekantieren und Absaugen ausgewaschen und dann mit Aceton- 
wasser (4 Teile Aceton auf 3 Teile Wasser) im Morser ver- 
rieben, die Operation wurde dreimal wiederholt; es wurden 
im ganzen 3,6 1 Acetonwasser verbraucht. Der im Aceton- 
wasser aufgeléste Teil der Phosphorwolframate (A) wurde von 
dem ungelést gebliebenen (B) getrennt. 


Phosphorwolframat A. 


Die in Acetonwasser gelésten Phosphorwolframate wurden 
von der Phosphorwolframsiure durch eine warme konzentrierte 
Barythydratlésung befreit, darauf die alkalische Reaktion des 
Filtrats zum Teil durch Zusatz von Schwefelsaéure und definitiv 
durch einen Kohlenséurestrom aufgehoben. Beim Abdampfen 
wurde die amphotere Reaktion durch Zusatz von Salpetersaure 
aufrechterhalten. Nach der Einengung bis auf ca. 5|0—60 ccm 


') E. Wechsler, Diese Zeitschrift, Bd. 73, S. 188 (1911). 
*) J. Smorodinzew, Diese Zeitschrift, Bd. 80, S. 230 (1912). 
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und der Abkiihlung krystallisierte die Flissigkeit durchwegs 
aus. Die abgesaugten und mit verdiinntem Weingeist ausge- 
waschenen Krystalle wogen 10,44g. Die verhiltnismabig groBen, 
glasartigen, prismatischen Krystalle verloren beim Erwiirmen 
auf dem Wasserbade ihren Glanz und nahmen ein porzellan- 
artiges Aussehen an; nach dem Erwarmen auf dem Wasser- 
bade mit verdiinnter Schwefelsiure gaben sie bei den Proben 
nach Jaffé, Weyl und Salkowski ein positives Resultat, 
was ein klarer Beweis dafiir ist, dafh die erhaltenen Krystalle 
aus Kreatin bestanden. 

Silberniederschlag. Aus der Mutterlauge des auskry- 
stallisierten Kreatins wurden 0,75 g freier Purinkérper ausge- 
schieden und durch entsprechende Reaktionen identifiziert. 

I. Silberbarytniederschlag. Auf die gewohnliche 
Weise erhielt ich ca. 10 g rohes Carnosinnitrat, welches bei 
der ersten Umkrystallisation in einige Fraktionen zerfiel, die 
insgesamt 6,66 g wogen und deren Zersetzungstemperatur = 
208—213° war. Die Mutterlauge, welche keine Krystalle aus- 
geschieden hatte, zeigte Rechtsdrehung; folglich konnte hier 
keine grOfere Menge linksdrehender Substanz (vgl. S. 7) bei- 
gemischt sein. Der zweimal umkrystallisierte Stoff, der bei 
220° unter Zersetzung schmolz, diente zur Bestimmung des 
spezifischen Drehungsvermogens. ') 

J. 1,3348 g Substanz wurden in Wasser zu 16,6504 g gelist (die 
Wagungen sind auf die Luftleere reduziert); p == 8,02°/o; c == 8,26°/o 
(d ist = 1,0303 angenommen) %); an” == + 1,850° bei 1 = 1dm. Aus 
diesen Werten wird [a], = -+ 22,4° berechnet, wahrend fiir ganz reines 
salpetersaures Carnosin [a], = -+ 22,8° bei c = 8,24)%o%) ist. 

Die aus der polarisierten Lésung auskrystallisierte Sub- 


stanz, die ebenfalls bei 220° schmolz, diente zur Bestimmung 
des Stickstoffs. 





‘) Sowohl diese als auch alle anderen in dieser Arbeit angefiihrten 
polarimetrischen und krystallographischen Untersuchungen wurden liebens- 
wurdigerweise von Herrn Professor Dr. WI. Gulewitsch ausgefihrt, 
wofiir ich ihm hier meinen tiefsten Dank ausspreche. 

2) Wl. Gulewitsch, vorige Mitteilung, die Beobachtungen IV u. XI. 

3) Wl. Gulewitsch, vorige Mitteilung, die Beobachtung IV. 
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If. 1,0831 g der lufttrockenen Substanz verloren im Vakuum- 
exsikkator 0,0022 g; folglich enthielt sie kein Krystallwasser. 

Ill. 0,1192 g der getrockneten Substanz gaben 25,5 ccm N bei 17° 
und 754 mm Bar. 


Gefunden: Berechnet 
Ill. C,H,,N,0, - HNO, : 
N = 24,41 °%o 24,26 °/o. 


Die Bestimmungen des Stickstoffs, des Krystallwassers, 
des Schmelzpunktes und besonders des spezifischen Drehungs- 
vermOgens zeigen somit, dab die untersuchte Substanz un- 
zweifelhaft das salpetersaure Salz des Carnosins vorstellte. 

Aus dem zweiten Silberbarytniederschlag wurden 
auf die gewohnliche Weise 1,21 g salpetersauren Methylguanidins 
mit dem Schmelzpunkt 150° isoliert und aus der Mutterlauge 
1,20 g eines Pikrats erhalten, welches bei 198—200°, und 
noch 4,0 g einer anderen Pikratfraktion, welche bei 162—172 ° 
schmolz. Beim Umkrystallisieren der ersten Pikratfraktion stieg 
der Schmelzpunkt bis auf 201,5°.!) Ein Teil dieser umkry- 
stallisierten Fraktion wurde zur Stickstoffbestimmung benutzt. 

IV. 0,1212 g der bei 105° getrockneten Substanz gaben 30,5 ccm N 
bei 20° und 746 mm Bar. 


Gefunden : Berechnet 
IV. C:,H,N, - CsH,N,0;: 
N = 28,01%o 27,82 Jo, 
Somit erwies sich die analysierte Substanz als das Methyl- 


guanidinpikrat. 

Die zweite Pikratfraktion wurde dreimal aus heifem Wasser 
umkrystallisiert, wobei der Zersetzungspunkt 179—186° resp. 
179—183° resp. 179—183° aufgefunden wurde. Obgleich die 
Substanz viel niedriger wie das Methylguanidinpikrat schmolz, 
zeigte die Untersuchung unter dem Polarisationsmikroskop un- 
zweifelhaft die Identitit dieses Pikrates mit dem des Methyl- 
guanidins. 

Wismutjodidniederschlag. Hier wurden 5,63 g einer 
Sublimatverbindung erhalten, welche beim Umkrystallisieren 
vier Fraktionen mit dem Schmelzpunkt 194—197° gab. Ein 
Teil einer reineren Fraktion (Schmelzpunkt 196—197°) wurde 


') Wl. Gulewitsch, Diese Zeitschrift, Bd. 47, S. 471 (1906). 
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in das Chloraurat iibergefiihrt, welches bei 154—156° schmolz. 
Bei der Untersuchung unter dem Polarisationsmikroskop zeigten 
die Krystalle eine parallele Ausléschung und waren der Linge 
nach positiv; dieselben krystallographischen Eigenschaften be- 
sitzt das Chloraurat des Carnitins. ') 

V. 0,1768 g des bei 105° getrockneten Chloraurats lehen beim 
Gliihen 0,0698 g Au zuriick. 


Gefunden: Berechnet fiir 
¥, C,H,,NO, - AuCl,: 
Au = 39,47°/o 39,35 °/o. 


Der Schmelzpunkt der Sublimat- und der Goldverbindung, 
die krystallographischen Eigenschaften und der Goldgehalt be- 
weisen das Vorhandensein von Carnitin in der untersuchten 
Substanz. 

Wismutjodidfiltrat. Aus dieser Fraktion wurden eben- 
falls gegen 3,0 g einer Sublimatverbindung erhalten, wobei die 
eine Portion der Krystalle bei 167—-170°, die andere bei 
189—191°schmolz; dieselben wurden vermischt und inChloraurat 
verwandelt, welches bei 152—153° schmolz. Folglich war ein 
Teil des Carnitins bei der Fiillung mit Wismutnatriumjodid im 
Filtrat zuriickgeblieben. 


Phosphorwolframat B. 


Kreatin wurde hier nicht gefunden. Im Silbernieder- 
schlag wurden 0,57 g freier Purinkérper aufgefunden. 

I. Silberbarytniederschlag. Die freie Base wurde auf 
die gewOhnliche Weise in einer Menge von ca. 25 g auskrystal- 
lisiert. Die Form der Krystalle und der Zersetzungspunkt 
(238—239°) erinnerte an Carnosin; zu unserm Erstaunen er- 
wies sich jedoch die Lésung linksdrehend: die L6sung, welche 
die Gesamtmenge der Substanz enthielt und 200 ccm betrug, 
zeigte bei |= 1 dm |a]p = — 1,74°. Unmittelbar aus Wasser 
wurden in 6 Fraktionen 9,6 g schwach gelblicher Substanz mit 
der Zersetzungstemperatur 237—241° auskrystallisiert, wahrend 
aus der Mutterlauge absoluter Alkohol noch 10,4 g einer gelb- 
lichen bei 210—225° schmelzenden Substanz ausschied. Die 





1) R. Krimberg, Diese Zeitschrift, Bd. 50, S. 370 (1907). 


tJ 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXVII. 
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heiBe wasserige LOsung dieses Niederschlags wurde mit heiBem 
Alkohol bis zur schwachen Triibung versetzt. Man lieB die 
F'liissigkeit sich langsam abkiihlen, gof die wasserig-alkoholische 
Lisung vorsichtig von dem Ol, welches sich abgeschieden hatte, 
ab und fiel, wie oben beschrieben, aufs neue mit Alkohol. 
Auf diese Weise wurden 6 Olfraktionen erhalten, die sich als 
linksdrehend erwiesen haben. Die Fraktionen 7 und 8 fielen 
krystallinisch aus.'!) Sie schmolzen bei 234—237° resp. 226° 
und wurden zu den 9,6 g der reineren Fraktion (S. 17) zu- 
gegeben. Behufs Bestimmung des spezifischen Drehungsver- 
mégens wurden diese drei vereinigten Fraktionen dreimal um- 
krystallisiert; die Zersetzungstemperatur der umkrystallisierten 
Substanz war 239—242°, folglich etwas niedriger als die des 
reinen Carnosins. 2) 

VI. Eine wasserige Lésung der Substanz zeigte bei c = 12,831 °/o 
ap = + 2,165 beil =1dm. Daraus wird [a], = -++ 16,9° berechnet, 


wahrend fiir ganz reines Carnosin [a], = -+ 21,0° bei c = 12,925 °/o*) ist. 


Aus der Lésung, welche zur Bestimmung des spezifischen 
Drehungsvermogens gedient hatte, wurde die Base zur Analyse 
auskrystallisiert; die Zersetzungstemperatur der erhaltenen Sub- 
stanz war = 242—243°. 

VII. 0,1141 g der im Vakuumexsikkator getrockneten Substanz gaben 
24,8 ccm N bei 18° und 756 mm Bar. 


Gefunden: Berechnet fiir 
VIL. C,H,4N,0,: 
N == 24,76°/o 24,78 °/o. 


Der Stickstoffgehalt und die Zersetzungstemperatur zeigen, 
dafi die gefundene Base Carnosin ist; die Abweichung in der 
GroBe der spezifischen Drehung erklairt sich durch die Gegen- 
wart einer gewissen Menge einer stark linksdrehenden Substanz 
(vgl. S. 17), von der das Carnosin sogar durch die dreimalige 
Krystallisation nicht zu befreien war. Die Untersuchung dieser 
unbekannten Substanz ist in Angriff genommen. 


') Nach dem 9. und 10. Alkoholzusatz fiel ein optisch inaktives 
Ol aus. 

*) WI. Gulewitsch, vorige Mitteilung, S. 8. 

’) Wl. Gulewitsch, vorige Mitteilung, die Beobachtung XX. 
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II. Silberbarytniederschlag. Da es nicht gelungen war, 
das hier vermutete Methylguanidinnitrat auszukrystallisieren, 
so fiihrte ich es in das Pikrat tiber, welches auch nicht krystal- 
lisierte. Durch Fallung mit absolutem Alkohol wurden 2,13 g 
einer Substanz erhalten; der Versuch, dieselbe aus Wasser oder 
verdiinntem Alkohol auszukrystallisieren, blieb aber erfolglos. 

Wismutjodidniederschlag und -filtrat. Es wurden 
5,74 g einer Sublimatverbindung erhalten, welche in eine Gold- 
verbindung iibergefiihrt wurde; das Goldsalz konnte weder aus 
Wasser noch aus dem mit Ather versetzten Alkohol auskrystal- 
lisiert werden. 

Somit wurde aus dem Phosphorwolframat B nur ein 
kleiner Teil von Purinkérpern und eine ziemlich grobe Menge 
Carnosin ausgeschieden; in den tbrigen Fraktionen wurde 
nichts Bestimmtes gefunden. Wenn die Behandlung der Phos- 
phorwolframate mit Acetonwasser gute Resultate im Sinne 
einer besseren Krystallisation der Produkte, deren Phosphor- 
wolframate in die Acetonlésung itbergegangen sind, liefert, 
so scheint anderseits der Teil der Phosphorwolframate der 
Basen, welcher nicht Zeit genug gehabt hat, sich im Aceton- 
wasser aufzulédsen, durch die Beimengung nichtkrystallisier- 
barer Stoffe sich in seinen Eigenschaften soweit zu verdndern, 
daB er in krystallinischer Gestalt nicht mehr erhalten werden 
kann; dadurch diirfte sich der bedeutende Unterschied in der 
Quantitét des Methylguanidins in der ersten und der zweiten 
Fleischportion (0,083 °/o gegen 0,011 °/o) erkléren. Wechsler 
(Il. c.) weist ebenfalls auf die Unmoglichkeit hin, das Methyl- 
guanidin durch dieses Verfahren genau zu bestimmen. Was 
das Carnosin anbetrifft, so léste sich das Phosphorwolframat 
des reinen Praparats in Acetonwasser fast momentan, wahrend 
beim Extrahieren des aus dem Fleisch gewonnenen Gemisches 
von verschiedenen Phosphorwolframaten ein grofer Teil des 
Carnosinphosphorwolframats sogar nach einer langeren Ein- 
wirkung dieses Lésungsmittels ungelést blieb (ca. 80 °/o: von 
33—25 g). Es diirfte sich hier schwer ein Kriterium fiir die 
notige Dauer des Extrahierens aufstellen lassen; bei gar zu 
langer Einwirkung des Acetonwassers kénnen unkrystallisier- 

Q* 
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bare Beimengungen in die Lésung iibergehen und die Krystalli- 
sation der reinen Produkte erschweren, so daB diese Behand- 
lung keinen Zweck mehr haben wiirde. 

Wie aus untenstehender Tabelle ersichtlich ist, entspre- 
chen die von mir gefundenen Carnosin-, Carnitin- und Methyl- 
guanidinmengen ungefiihr den von andern Autoren fir die 
Muskeln verschiedener Tiere angefiihrten Zahlen. Was die 
Menge der Purinkérper anbetrifft, so hat diese Methode, wie 
ich schon zu bemerken Gelegenheit gehabt, !) nicht den Zweck, 
dieselben quantitativ vollstandig auszuscheiden. 


1 kg frischer Muskeln enthielt 


























in g 
Pferd |Rind*) Lachs’) Maguro’) Kalb *) Wildes °) ‘Schwein °) 
| | | ‘Kaninchen 
Kreatin | — 0,58 — 32 | 3,0 -- 2.0 — 
Purin- |qo90,07| — —_ | — — 0,04 _ 
kérper | | 
, | oe, | | : 
Carnosin| — /1,82] 1,30 | 055 | 2,0 1,76 2,23 1,95 
| | 
mer ott, | = — |os; — | — 
guanidin | | | | 
Carnitin | 0,2 0,17 a t - —- | o/; — 03 








') Diese Zeitschrift, Bd. 80, S. 227 (1912). 

*) R. Krimberg, Diese Zeitschrift, Bd. 48, S. 412 (1906). 

8) U. Suzuki, K. Yoshimura, M. Jamakawa und J. Irie, Diese 
Zeitschrift, Bd. 62, S. 34 (1909). 

4) W. Skworzow, Diese Zeitschrift, Bd. 68, S. 369 (1910). 

°) K. Yoshimura, Biochem. Zs., Bd. 37, S. 481 (1911). 

®) Aus meiner nicht verdffentlichten Arbeit. 


Berichtigung 
zu der Mitteilung von J. Smorodinzew. 


Band 80, S. 226, Zeile 12 von oben lies: 
22,3 ccm statt 23,3 ccm. 


wate 











Die Verteilung des Kreatins im Saugetierkorper. 
Von 
J. C. Beker. 





(Aus dem physiologischen Laboratorium der Universitat Utrecht.) 


(Der Redaktion zugegangen am 9. Juli 1913.) 


Die zahlreichen Untersuchungen der letzten Jahre iiber 
die Ausscheidung und die Bildung des Kreatinins haben den 
von einigen Forschern gehegten Zweifel tiber die Herstammung 
des Harnkreatinins aus dem Kreatin der Organe wohl gréften- 
teils aufgehoben. Uber das Mab, in welchem die verschiedenen 
Organe des Siiugetierkérpers zur Bildung von Kreatin beitragen, 
ist aber nur wenig bekannt. Sicher ist es wohl, daf die will- 
kiirlichen Muskeln weitaus den gréSten Teil des im KOrper 
vorhandenen Kreatins enthalten und daf auch die Leber kreatin- 
reicher ist als das Blut. Man wei auch schon seit langer 
Zeit, dafB im Gehirn Kreatin vorkommt.') Es ist aber fiir die 
Kenntnis des Kreatins als Stoffwechselprodukt wiinschenswert, 
zu wissen, in welcher Menge dieser Stoff in allerhand Organen 
vorkommt. 

Es ist zwar, wenn in irgend einem Organ mehr Kreatin 
als im Blut gefunden wird, nicht ohne weiteres daraus zu folgern, 
dafi dieses Kreatin auch in diesem Organ gebildet worden sei. 
Es wire denkbar, dab es vom Blut zugefiihrt und in dem Organ 
aufgestapelt ware. Man hat aber fiir eine solche Annahme 
keinen positiven Grund. Auch waré man dann, wenn der 
Kreatingehalt des Organs ziemlich konstant gefunden wurde, 
genotigt, einen der Zufuhr entsprechenden Verbrauch von Kreatin 
im Organ anzunehmen. 

Der Hauptzweck dieser Mitteilung ist, einen Beitrag zur 
Kenntnis des Kreatingehalts verschiedener Organe zu liefern. 


') W. Miiller, Ann. d. Chem. u. Pharm., Bd. 103, S. 132. 
Ssubotin, Zeitschr. f. rat. Med. Bd. 28, S. 114. 
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Die Kreatinbestimmung im Blut fand in folgender Weise statt. 

Vom defibrinierten Blut wurde eine abgemessene Menge, 
gewOhnlich 11, sofort in die zweifache Menge mit Salzsiéure 
angesduerten, kochenden Wassers ausgegossen und, unter Zu- 
satz von soviel Salzsaure, daf empfindliches Lackmuspapier 
eben gerdtet wurde, eine Viertelstunde lang gekocht. Der 
Niederschlag wurde abfiltriert, zweimal mit Wasser zerrieben 
und in einer Handpresse ausgeprefit. Die vereinigten Filtrate 
wurden auf dem Wasserbad bis zu 11 eingeengt und dann, 
zur Entfernung von noch geléstem Eiweifi und Farbstoff, mit 
10 ccm Bleiessig versetzt. Das Filtrat wurde mit Schwefel- 
wasserstoff vom Blei befreit, bis auf 20 cem eingedampft und 
mit dem doppelten Volumen n-Cl eine halbe Stunde im Autoklaven 
auf 115° C. erhitzt. Dann wurde der Gehalt an Kreatinin in 
der bekannten Weise nach Folin bestimmt. 

In willkiirlichen Muskeln wurde die Kreatinbestimmung 
in der von Pekelharing und van Hoogenhuyze!) beschrie- 
benen Weise gemacht. 

Das 5stiindige Kochen mit 1°/oiger Salzsiure, zur Auf- 
schliebung, lieferte aber bei mehreren anderen Organen grofe 
Schwierigkeiten. Die Dekokte von Leber, Niere, Pankreas 
waren sehr dunkel gefiirbt und hefen sich, auch mittels kolloi- 
dalem Eisen, nicht gentigend klaéren, sodaB eine einigermafen 
genaue kolorimetrische Kreatininbestimmung nicht mdglich war. 
Es mufte also versucht werden, das Kreatin ohne Kochen mit 
Salzsiure aus diesen Organen zu entfernen. 

Mittels Kontrollversuchen mit willkiirlichen Muskeln lief 
sich nachweisen, daf auch das Ausziehen des modglichst gut 
zerkleinerten Organs mit kaltem Wasser ziemlich wohl zum 
Ziel fiihrt. 

Zerhackte Muskelsubstanz wurde in zwei gleiche Teile 
verteilt. Die eine Hialfte wurde in der tiblichen Weise mit HCl 
zerkocht und weiter zur Kreatininbestimmung verarbeitet. Die 
andere Hialfte wurde erst in Wasser gekocht, nach Abgiefen des 
Wassers mit Sand und Kieselgur tiichtig verrieben, in Wasser 
aufgenommen und nach drei Stunden in der Handpresse aus- 


1) Diese Zeitschrift, Bd. 64, S. 264. 
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gepreBt. Das Zerreiben, Ausziehen mit Wasser und Auspressen 
wurde dreimal wiederholt. Die vereinigten Filtrate wurden 
eingeengt und fiir die Kreatininbestimmung verwendet. So wurde 
in vier Versuchen gefunden: 


Mit HC] gekocht Mit Wasser ausgezogen 
I. 391 mg Kreatinin 374 mg Kreatinin 
Il. 479 » > 464 >» > 
Ill. 417 » > 382 > 5 
IV. 440 >» > 401 >» > 


Das Kreatin wird also dem Muskel, auch bei miglichst 
gutem Zerreiben, durch Wasser nicht vollstindig entzogen. 
Immerhin ist der Fehler bei weitem nicht so groB und so 
unberechenbar, wie es bei der kolorimetrischen Bestimmung 
in stark gefirbten Fliissigkeiten der Fall ist. 

Die wéasserigen Extrakte von Leber, Niere, Pankreas, 
werden aber beim Kochen mit Salzséiure im Autoklaven viel 
stirker gefiirbt als die Muskelextrakte. Jetzt konnte die Ent- 
farbung mittels kolloidalen Eisens mit Vorteil verwendet werden. 
In bezug auf Blut hat Rona?) mitgeteilt, daf das Kreatin vom 
kolloidalen Eisen nicht adsorbiert wird. Das hat auch Geltung 
fiir das Gemenge von Kreatin und Kreatinin, welches im durch 
Zerkochen des Muskels in 1°/oiger Salzséure bereiteten Extrakt 
enthalten ist. Das Filtrat des unter Neutralisation gekochten 
Extraktes wurde in zwei gleiche Halften verteilt. Die eine Hiilfte 
wurde in der gewohnlichen Weise zur Kreatininbestimmung 
verwendet, die andere, vor dem Kochen mit Salzsiiure im 
Autoklaven, mit der Lésung von Ferrum oxydatum dialysatum 
(1 ccm fiir 1 g Muskel) und ein wenig Magnesiumsulfat versetzt, 
filtriert und ein aliquoter Teil des Filtrates weiter verarbeitet. 
Dadurch wurde kein Kreatinin der Bestimmung entzogen. In 
vier Versuchen wurde gefunden: 


Ohne Eisen Mit Eisen 

I. Muskel, Hund 326,4 mg Kreatinin 322.2 mg Kreatinin 
Il. > Kaninchen 451 » > 450 > » 
III. > » 452» > 459» > 
IV. Herzmuskel, Hund 2159 » > 221.2 >» > 





') Biochem. Zeitschr., Bd. 27, S. 348. 
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Bei den glatten Muskeln lieB sich die AufschlieBung mittels 
Kochens mit Salzsiure gut verwenden. In Anbetracht des relativ 
kleinen Kreatiningehaltes mufbte aber die Menge des Ausgangs- 
materiales gr6Ber genommen werden als bei den willkiirlichen 
Muskeln. Infolgedessen wurde auch hier die Lésung beim Kochen 
im Autoklaven zu dunkel. Hier fiihrte aber die Reinigung des 
Salzsiiureextraktes mit kolloidalem Eisen in vollig gentigender 
Weise zum Ziel. 

Bei der Beurteilung der Ergebnisse meiner Bestimmungen, 
welche hier folgen, muBb also in Betracht genommen werden, 
dafB die Zahlen fiir alle untersuchten Organe — nur die Muskeln 
ausgenommen — infolge der Extraktion mit kaltem Wasser 
statt mit kochender Salzséure — Minimalwerte angeben. Nach 
den oben erwaéhnten Befunden bei Muskeln zu urteilen, wird 
bei den mit Sand und Kieselgur zerriebenen, mit Wasser extra- 
hierten und ausgepreften Organen etwa 10°/o Kreatinin zu 
wenig gefunden. 

Zur Vermeidung jeder Enzym- oder Bakterienwirkung 
wurden die Organe immer unmittelbar nach dem Tod des Tieres 
zerschnitten, gewogen und mit Wasser bei schwach saurer 


Reaktion aufgekocht. 
Alle Befunde sind in Milligrammen Kreatinin ausgedriickt. 
































I. Leber. 
Gewicht Gefundenes Gewicht) Gefundenes 
_ | ite | Kreatinin cee des aiapiiee 
in g | inmg | Organ in g jin mg | Organ 
Rind | 100 | — | 264 Kalb 100 | — | 26,54 
> | 100 | — 26,9 Kaninchen | 100 a 21,2 
» | 100 | — | 27,8 > 100 | — | 18,9 
» | 100 | — | 249 Katze 42 | 8652] 20,6 
» | 100 | — | 86,05 Ziege | 61,1 | 7,832) 11,2 
» | 100 | — | 255 Schwein | 100 | — | 16,86 
> | 100 | — | 387,24 > 100 | — | 15,72 
, 100 | — | 28,22 > 100 — | 168 
100 | — =| 34,86 100 | — | 17,46 
:, 100 | — | 25,33 
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Il. Pankreas. 





| 


















































Gewicht Gefundenes Gewicht. Gefundenes 
Kreatinin Kreatinin 
Tierart Bow in mg Tierart ( Gon | in mg 
| —_— per 100 g heteceed per 100 g 
| ing inmg. Organ ing jin mg!) Organ 
Rind 100 | — | 12507 | Rind | 100 | — | 135 
. 100 12,79 Hund 35 | 5,64! 16,13 
100 — | JaG3 > | 43 | 565] 12,9 
: 100 | — | 19,62 > | 30 | 431] 14,36 
> 100 | — 14,57. | Schwein | 100 | — 10,69 
> 100 | — | 13,67 > | 100 | — 14,2 
III. Glandula thyreoidea. 
| Gewicht Gefundenes Kreatinin 
Tierart | des Organs in mg per 100 g 
in g in mg Organ 
Rind. 52 6,428 11,4 
IV. Niere. 
Gewicht Gefundenes Gewicht) Gefundenes _ 
des Kreatinin | des Kreatinin 
Tierart | ¢anc | in mg Tierart | _| | in mg 
| Organs ‘per 100 g | Organs | per 100 g 
| ing in mg! Organ | ing |in mg Organ 
' | | 
Rind | 100 — 17,6 Rind 100 — | 16,4 
> | 100 — 15,8 Hund 100 | — | 16,34 
>» | 100 | — | 12,404 > | 68 | 6,99) 10,28 
: | 100 | — | 12,96 , 100 | — | 142 
> 100 | — | 1569 | Schwein) 100 | — | 15,2 
V. Milz. 
Gewicht) Gefundenes Gewicht Gefundenes 
des Kreatinin | des Kreatinin 
Tierart |g. anc| in mg Tierart *| 7.0 | | in mg 
haan per 100 g | Organs | per 100 g 
| ing in mg| Organ in g jin mg| Organ 
Rind | 100 | — | 1467 | Hund | 29 | 5,18 | 17,88 
Hund | 39,7 | 6,23 | 15,77 » | 46 | 7,268) 15,8 
>» | 40 | 53 | 1828 > 36 | 618 | 169 
> | 4 | 799] 195 
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VI. Glandula Thymus. VII. Testis. 
Gewicht) Gefundenes ” ~~ ad, tas, 
Tier-| des |  Kreatinin Tier-| des | Kreatinin 
art Organs | | pce 10 i art Organs | | per 100 g 
ing |inmg, Organ | ing |inmg | Organ 
Kalb | 100 | — | 9,76 Rind | 50 | 436 | 97,2 
| | > | 2 | 191 | 764 
VIII. Gehirn. 
| Gewicht | Gefundenes Kreatinin 
Tierart | des Organs | in mg 
in g in mg per 100 g Organ 
a. Sao 100 | ss 51,4 
> ; 100 on 54,6 
en 50 25,7 51,4 
» a a a 75 42.9 58,2 
ch acta 30 18,9 63 
ee ee 25 23 88 59,7 
Weife Substanz . | 100 — 56,2 
> > ‘ 50 23,95 47,9 
Kleinhirn .... 30 21,39 71,3 
> 30 20,76 69,2 
> ae 30 19,26 64,2 
Hund . a 80 46 57,5 
cea aeee 75 4086 | 54,6 
IX. Willkiirlicher Muskel. 
“Zahl der ' Durchschnittlich 
Tierart | Bestim- | Maximum! Minimum |gefundenes Kreatinin 
| mungen in mg per 100 g Muskel 
Rind .. 0... | 20 «| 457 «| 368 403 
Hund ..... | 6 | 330,4 | 296,6 314,6 
Schweim .... +s 3 | 354 314 338 
Kaninchen | 
(weifer Muskel).| 4 | 473 426 451 
(roterr  » ).| 2 | 330 322 326 
Katze | 1 | _ — D4 
Ziege (neonatus) . | 1 | — — 316 
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X. Herzmuskel. 














|Gefundenes Kreatinin 








Tierart in mg 
per 100 g Muskel 

Rind 220 

> 207 

> 218 
Hund 245,9 

> 221 

> 247,6 

> 257 ,4 


XII. Darmmuskel. 


Mucosa und Submucosa durch 
Abkratzen mit einer Glasscherbe 











entfernt. 
ae Gefundenes 
ewicht] yy... . 
| Kreatinin 
: des | [s 
Tierart | _in mg 
Organs | | per 
| 100 
in g inmg Organ 
| 
Kaninchen 
——- | | a hd ‘ ~ 
Dickdarm 14 | 4,55 | 32,5 


Diinndarm} 33 














XI. Gebirmuttermuskel. 
Die Muskulatur wurde méglichst 
sorgfaltig von Schleimhaut und 

Perifoneum befreit. 


Jedesmal 30 g Muskel. 
———E———EEEEEEeee 
Gefundenes Kreatinin 





Tierart in mg per 100 g Muskel 
Rind | 37,2 
— 29,9 
. | 40,5 
7 M),3 
" 43 
, | 38,2 
Schwein | 31,2 
r | 29,9 


XIII. Blut. 
Se 





| | Gefundenes 
| | Kreatinin 
Tierart | Menge | |. per 
| (100 ccm 
| i | Blut 
/ ccm | in mg} in mg 
Rind | 1000 | — 2.36 
> | 1000 | — | 2265 
> | 1000] — | 1,99 
» | 1000} — | 212 
. | 1000 | — | 1,93 
> | 1000 | — | 1,91 
>» | 1000 | — | 2,68 
Hund 400 | 8,56 | 214 
> | 1000 |18,6 | 1,86 
» | 500/112 | 224 
» | 500 12.2 | 244 
Schwein | 1000 | — | 2,08 
> 11000 | — | 2.00 
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XIV. Ubersicht. 








| 
! 


Maximum! Minimum | 


| Durch- 


Zahl der 







































































Organ | Tierart schnittlich Bestim- 

mg | mg mg ‘mungen 
Willkiirlicher Muskel) Rind | 457 | 368 403 =| «(20 
Kaninchen| 473 | 426 1 | 4 
Schwein | 354 | 314 338 | 3 
Hund} 330 | 296 | Bt 6 
Herzmuskel Rind | 220 | 207 215 3 
sd and | 257, | 22 | 248 4 
Gebarmuttermuskel Rind 43 29,9 38,18 6 
. Schwein | 31,2 | 299 30,05 2 
Dickdarmmuskel Kaninchen| = — — 32,5 1 
_ Diinndarmmuskel | . _ — 23,4 1 
Testis | Rind | 972 | 764 | 868 | 2 
Gehirn | Rind | 68 | 51,4 56,4 6 
| Hund | 575 | 546 56,1 3 
Kleinhirn ——|_—&Rind 71,3 | 69,2 40,25 3 
Leber | Rind | 37,24 | 249 2932 | 10 
‘Kaninchen| 21,2 | 189 20,05 2 

| Schwein | 17,46 | 15,72 | 16,71 | 4 _ 
Niere Rind | 17,6 1226 | 15,91 6 
Hund | 16,34 | 10,28 | 13,61 3 
| Schwein | — fa 4 15,2 1 
Pankreas Rind | 1962 | 12504] 14,34 7 
| Schwein 14,2 10,69 12,445 2 
“Hund 16,13 | 12,9 14,46 3 
Milz | Rind Se woo 14,67 1 
Hund | 195 | 1328 | 16,52 6 

Glandula thyreoidea onal | _— | — 11 | 1 
Glandula thymus - | im | oe | a ? 
Blut | Rind 268 | 41,91 2179| 7 
| Hund 2 44 : 1,86 2,17 4 
| Schwein | 2,08 | 200 | 2,04 2 
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Alle untersuchten Organe enthalten also erheblich mehr 
Kreatin als das Blut. Mit den schon in der Literatur bekannten 
Zahlen fiir den Kreatingehalt von verschiedenartigen Muskeln, 
von Leber und von Blut zeigen die von mir gefundenen eine 
geniigende Ubereinstimmung. Auffallend ist der betriichtliche 
Kreatingehalt des Hodens und des Gehirns. In bezug auf das 
letztgenannte Organ habe ich mich noch besonders davon iiber- 
zeugt, dai der positive Ausschlag der Jafféschen Reaktion 
tatsichlich auch hier der Anwesenheit von Kreatinin zuge- 
schrieben werden darf. Aus dem in der gewohnlichen Weise 
bereiteten, im Autoklaven mit Salzsiiure erhitzten und dann 
neutralisierten Extrakt des Gehirns erhielt ich reichlich Krystalle 
von Kreatininchlorzink. Aus dem zur Trockene eingedampften 
Extrakt lie} sich das Kreatinin aber nicht gut mit Alkohol 
aufl6sen. Deshalb wurde die Lésung wiederholt, bis auf ein 
kleines Volumen eingeengt und mit absolutem Alkohol gefallt. 
Die mit Alkohol ausgewaschenen Niederschlige gaben, in Wasser 
gelost, die Jaffésche Reaktion nicht. Die schlieblich erhaltene 
Lésung in starkem Alkohol lieferte mit alkoholischer Chlor- 
zinklo6sung einen teilweise amorphen Niederschlag, welcher in 
wenig Wasser aufgenommen wurde. Das Filtrat gab mit viel 
Alkohol und einigen Tropfen alkoholischer Chlorzinklésung 
eine schéne Fillung von anscheinend reinem Kreatininchlor- 
zink. Selbstverstindlich wire es ganz zwecklos gewesen, bei 
einer so umstindlichen Bereitung die ohnehin schon unzuver- 
lissige Bestimmung des Kreatinins als Clorzinkverbindung zu 
versuchen. 

Nachdem die Bildung von Kreatin aus Arginin im Tier- 
kérper von Inouye!) nachgewiesen worden ist, darf vielleicht 
der relativ hohe Kreatingehalt des Gehirns mit dem von Ab- 
derhalden und Weil?) mitgeteilten Befund in Verband ge- 
bracht werden, daB bei der Hydrolyse der Gehirnsubstanz 
ziemlich viel Arginin erhalten wird (auf 100 g Gehirn 0,13 g 
in der weifen, 0,38 g in der grauen Substanz). 





') Diese Zeitschrift, Bd. 81, S. 71. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 83, S. 425. 
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Im embryonalen Leben enthilt der Kérper viel weniger 
Kreatin als nach der Geburt. In bezug auf willkiirliche Muskeln, 
Herzmuskel, Leber und Gehirn des Rindsfoetus erhielt ich die 
hier folgenden Zahlen. 


XV. Muskel des Fétus. 



































Alter Gefundenes Kreatinin Alter |Gefundenes Kreatinin 
ss | inmg per 100g i | inmg per 100g 
des Fétus | Muskel des Fétus | Muskel 
2 monatlich | 22 5 monatlich 112.8 
3 » | 36,6 Bf, > 138 
3, > | 64,7 6 > 184,9 
if >» | 114 7 > 185,7 
4'lg > 105,02 8 > 219 
43/4» 88,9 83/4 > | 258 
5 116 9 > | 250,4 
XVI. Organe des Fétus. 
| Gewicht |  Gefundenes Kreatinin 
Organ Alter des Organs | in mg per 100g 
| g | inmg | Organ 
Herzmuskel 6 monatlich 26 12,22 47 
| 5 > | 15 5,415 36,1 
6 » | 8 +216 +27 
Leber 9 > 360 44 46 12,35 
8 > 345 38,29 11,1 
Btl, > — — 11,84 
6 > 181 19,005 10,5 
| 5 > 80 8,69 10,84 
| Sle > 74 8,806 11,9 
rT 25 + 1,625 +65 
Gehim =| 7 > 32 10,49 32,8 














Auch Mendel und Leavenworth!) fanden in den 
Muskeln des Schweinsfotus nur sehr geringe Kreatinmengen. 
E. Mellanby?) konnte in den Muskeln eines 21tagigen Ka- 





‘) Amer. Journ. of Physiol., Bd. 21, S. 100. 
*) Journ. of Physiol., Bd. 36, S. 447. 
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ninchenfétus Kreatin nur spurweise finden, wihrend er in 
Kaninchenmuskeln nach der Geburt eine erst schnelle, dann 
immer langsamer werdende Zunahme des Kreatingehaltes nach- 
weisen konnte. Die Annahme, dafi die Anhéufung von Kreatin 
in den Muskeln nach der Geburt der vermehrten Aktivitit der 
Muskeln zuzuschreiben sein diirfte, wird von diesem Forscher 
von der Hand gewiesen, nachdem ja Kreatinbildung bei der 
Muskelzuckung nicht nachgewiesen werden konnte. Aus seinen 
Befunden am bebriiteten Hiihnerei, in welchem vor dem 12. Tag, 
als doch Muskelgewebe schon da war, kein Kreatin gefunden 
wurde, wihrend von diesem Tag ab der Kreatingehalt (des 
ganzen Fotus) ziemlich regelmabig anstieg, leitet er ab, dal 
das Kreatin gar nicht in den Muskeln gebildet wird, vielmehr 
aber in der Leber entsteht, da der Zuwachs dieses Organs 
nach dem Auskriechen des Hiihnchens mit dem Kreatinzuwachs 
des ganzen Korpers gleichen Schritt hielt. 

Demgegeniiber méchte ich bemerken, dafi die von Mel- 
lanby beobachtete Kreatinanhaufung im ganzen KOorper am 
Tag des Auskriechens aus dem Ei 23—13,25 — 9,75 mg 
Kreatinin betrug, wiéhrend am selben Tag das Lebergewicht 
von 0,57 bis auf 1,04 g anstieg. Nach der Annahme Mel- 
lanbys wiirde also im Verlauf eines Tages nahezu 10 mg 
Kreatinin von einer am Ende des Tages nur 1,04 g wiegenden 
Leber gebildet worden sein — das ist etwa 50mal so viel, 
als in 1 g Leber eines erwachsenen Siiugetieres vorhanden ist. 

Anderseits scheint mir eine vermehrte Kreatinbildung 
in den Muskeln nach der Geburt keineswegs auszuschliefen, 
sondern auf die Verstérkung des Muskeltonus zuriickzufiihren 
zu sein, welche von den auf das neugeborene, mit der Aufen- 
welt in Beriihrung gekommene Tier vielfach einwirkenden 
Reizen ausgelést wird. 

Daf auch in den glatten Muskelfasern beim Tonus 
Kreatin entsteht, wird durch Befunde am schwangeren Uterus 
wahrscheinlich gemacht. 

Ich hatte die Gelegenheit, in 15 Fallen den Kreatingehalt 
dieses Organs beim Rind in verschiedenen Perioden der Gra- 
viditaét zu bestimmen. Bekanntlich entwickelt sich beim Rind 
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der Fétus in dem einen, gewoOhnlich dem rechten, Uterushorn, 
streckt sich aber die Fruchtblase mehr oder weniger weit in 
das andere Horn aus, soda beide Horner in verschiedenem 
MaB gedehnt werden. Wéahrend nun beim Rind im nicht 
triichtigen Uterus, wie aus den oben mitgeteilten Zahlen hervor- 
geht, im Mittel 38,18 mg Kreatinin auf 100 g Muskelsubstanz 
gefunden wurde, zeigte sich in der Schwangerschaft eine stetig 
zunehmende, nicht nur absolute, sondern auch relative Ver- 
mehrung des Kreatingehaltes und zwar im trachtigen Horn 
mehr als im anderen, weniger gedehnten. Die Zahlen lasse 
ich hier folgen. 








XVII. 
Graviditiats- yey | ane Graviditiits- | ens | Bn ll 
dauer mt Horn dauer nts | Horn 
mg mg | mg | mg 
1monatlich | 40,8 | 37,2 41/2 monatlich 72 | 54,9 
11/, > | 524 | 874 At/p > 69,1 | 66,53 
2 | 398 | — ms 72,5 | 72 
Qt/, > 102 | 479 |5 : aoa 
2h» | ee ae 7 R 70,3 ‘ia 
> » | 56 | 526 [8 : 624 | 579 
S3/, > | 478 | 4618 [8% » 89,9 | 59,8 
354 > | 60 | 528 |8% > 84,1 | 60,2 











Einen Uterus des Rindes gleich nach dem Partus konnte 
ich nicht zur Untersuchung erhalten. Wohl aber konnte ich den 
Kreatingehalt der Uterusmuskulatur eines Rindes bestimmen, 
welches nach dem Partus an Verblutung infolge von Uterus- 
ruptur eingegangen war. Ich erhielt aber den Uterus erst zwei 
Tage nach dem Tod des Tieres. Obgleich das Kreatin wohl 
teilweise postmortal zersetzt worden war, fand ich noch 73 mg 
Kreatinin auf 100 mg Muskelsubstanz. 

Der Uterus enthalt also am Ende der Graviditiét eine be- 
triichtliche Menge Kreatin, welches bei der Involution zu einem 
grofen Teil in den Blutstrom gelangen muB. 

Zur approximativen Schatzung der Kreatinmenge, welche 








ist 
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beim Menschen im Puerperium von der Uterusmuskulatur abge- 
geben wird, kinnen folgende Beobachtungen verwendet werden. 

Ein nicht gravider menschlicher Uterus, wegen Carcinoma 
Cervicis exstirpiert, enthielt, nach Entfernung von Cervix und 
Tumormasse, 44,6 mg Kreatinin auf 100 g Muskel. 

Ein gravider, am Ende der Schwangerschaft, vor dem 
Anfang des Partus, wegen ausgedehnten Sarcoma Recti exstir- 
pierter Uterus lieferte 76,6 mg Kreatinin auf 100 g Muskel. 
Auch beim Menschen hiuft sich also das Kreatin wihrend der 
Graviditit im Uterus an. 

Dann wurde noch, aber erst 24 Stunden post partum, 
der Uterus einer durch Verbluten nach Uterusruptur gestorbenen 
Frau untersucht. Hier wurde aus 100 g Muskel 44,1 mg Krea- 
tinin erhalten. 

Im 12 Stunden nach dem Tode untersuchten Uterus einer 
36 Stunden post partum an Eklampsie gestorbenen Frau wurde 
auf 100 g Muskel 46,8 mg Kreatinin gefunden. 

Der am Ende der Schwangerschaft untersuchte, 76,6°/o 
Kreatinin liefernde Uterus wog 880 g, enthielt also im ganzen 
781,9 mg Kreatin (674,08 mg Kreatinin entsprechend). Das 
Gewicht des nicht schwangeren Uterus betrigt héchstens 100 g. 
Ich erhielt daraus 44,6 mg Kreatinin, 51,9 mg Kreatin ent- 
sprechend. 

Daraus wiirde zu folgern sein, dafi der Uterusmuskel in 
den ersten Tagen post partum etwa 730 mg Kreatin abgibt. 

Daraus ist die regelmibig zu beobachtende Vermehrung 
der Kreatinausscheidung mit dem Harn, nach Heynemann!) 
am starksten am dritten und am siebenten Tag post partum, 
wohl, teilweise wenigstens, zu erkliren. 

Nach den Beobachtungen von Wakulenko?) wird in 
den letzten Tagen der Schwangerschaft im Mittel 0,17 g Kreatin 
pro Tag ausgeschieden, in den ersten vier Tagen post partum 
dagegen 0,42 g. Dieser Forscher fand auch den Kreatinin- 
gehalt des Harnes im Puerperium erhoht. 





') Zeitschr. f. Geburtsh. u. Gynak., Bd. 71, S. 110. 
*) Arch. f. Gynik., Bd. 98, S. 474. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LAXXVII. 
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SchlieBlich habe ich einige Versuche zu erwahnen tiber 
das Verhalten des Kreatins in der Leber bei der Autolyse. Die 
bei der Autolyse dieses Organs von Gottlieb und Stan- 
gassinger!) gefundene Abnahme des Kreatingehaltes ist von 
E. Mellanby?) der Bakterienwirkung zugeschrieben worden. 
Rothmann’) fand aber auch bei vollig aseptischer Autolyse 
Verlust an Kreatin. Auch in den hierauf bezitiglichen Versuchen 
von van Hoogenhuyze und Verploegh‘) wurde ein, ob- 
gleich geringfiigiger Verlust bei aseptischer Autolyse gefunden. 

In meinen Versuchen habe ich ZerstOrung von Kreatin 
in der Leber, bei AusschluB von Bakterienwirkung, nicht nach- 
weisen kénnen. Wenn aber auch nur eine geringe Spur von 
Fiiulnis, durch Verfarbung der Fliissigkeit, angedeutet wurde, 
fand ich erheblichen Kreatinverlust. 

Vollig aseptische Versuche habe ich bei 6 Kaninchen und 
einem Hunde angestellt. 

Alle Instrumente, das Hackbrett, das Glasgeriit, wurden 
mittels viertelstiindigen Kochens im Sterilisiertopf bakterienfrei 
gemacht. Nachdem das Tier durch Verbluten get6tet war, wurde 
der Bauch rasiert, mit Jodtinktur eingerieben, gedffnet, mit 
steriler Gaze abgedeckt, und dann wurde die Leber heraus- 
genommen. Die Hinde hatte ich mit sterilisierten Handschuhen 
geschiitzt. Die Leber wurde feingehackt, im Morser, unter Zu- 
satz von wenig Toluol, zerrieben, dann in den ersten zwei 
Versuchen mit 0,9 °/oiger Kochsalzl6sung, in den folgenden mit 
Wasser angeriihrt und einige Stunden bei Zimmertemperatur 
im geschlossenen GefaS hingesetzt. Dann wurde durch sterile 
Gaze filtriert und dem Filtrat eine abgewogene Menge Kreatin 
zugesetzt. Es wurde dem Organbrei soviel Fliissigkeit zugesetzt, 
dali 1 g Leber etwa 1 cem Extrakt lieferte. 

Nachdem das Kreatin sich gelést hatte, wurde tiichtig 
geschiittelt, der triiben Fliissigkeit mit steriler Pipette 10 ccm 
zur Ausgangsbestimmung entnommen und das Extrakt bei 37° C. 





') Diese Zeitschrift, Bd. 52, S. 1. 
2) a. a. O. 

°) Diese Zeitschrift, Bd. 57, S. 131. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 57, S. 161. 
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aufbewahrt. Jeden Tag wurde wieder 10 ccm zur Kreatinin- 
bestimmung verwendet. Die Bestimmung fand in der gewéhn- 
lichen Weise, nach Erhitzen mit 20 cem n-HCl, statt. Das 
Gewicht der Leber variierte von 87—135 g. 

10 cem Extrakt lieferten Kreatinin, in Milligramm: 


fr] uw] im] wt} vi] ow | vi 








Solest .<.+.s.. 884/899! 8,08 | 10,06) 8,99 | 7,95 | 8,82 
Nach 24 Stunden . | 8,98 | 803) 818 | 10,02 910, 7,94 9,09 
> 48 >. . 8,96 | 7,78 | 8,20 | 10,01 9,08 | 7,86 | 9,06 
> 72 > —. «| O14} 814] 824 | 10,06) 9,16 7,84 9,10 
>» 96 > . -| 9,03 | 7,70] 819} — | 918| — | 89% 








In diesen Versuchen zeigte sich keine Spur von Fiaulnis. 
Die Flissigkeit behielt ihre rétliche Farbe bei und in den Fallen, 
in welchen Plattenkulturen zu machen versucht wurde, ent- 
wickelte sich keine einzige Bakterienkolonie. Nur in Versuch II 
wurde eine, freilich sehr unbedeutende, Verringerung des Krea- 
tingehaltes gefunden. 

In einem anderen Versuch dagegen, in welchem, ohne 
daB sonstige Spuren von Féulnis zu beobachten waren, die 
Fliissigkeit eine griinliche Verfirbung zeigte, enthielt dieselbe 
sofort untersucht in 10 ccm 9,04 mg, nach 24 Stunden aber 
nur 6,78 mg Kreatinin. 

Auch in der méglichst intakt gelassenen Leber fand ich bei 
der Autolyse keine Zerstérung von Kreatin. Einer ganz frischen 
Rindsleber wurden drei Stiicke entnommen. Das eine wurde sofort 
untersucht, wahrend die beiden anderen in Ringerscher Fliissig- 
keit mit Toluol resp. 3 und 7 Stunden auf 37° C. erwiarmt und 
dann analysiert wurden. Das Resultat war in drei Versuchen: 























I II Ill 
0 ee | 31,73 mg 30,59 mg 37,24 mg 
Nach 3 Stunden ..| 29,78 » 30,67 » 35,39 >» 
- es = «| Sea 29,92 » ie 





Auch hier lief sich also, wenn man die unvermeidlichen 
Bestimmungsfehler in Betracht nimmt, eine autolytische Krea- 


tininzerstérung nicht sicher feststellen. 
8* 
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Ich denke nicht daran, die MoOglichkeit einer Zersetzung 
von Kreatin, insbesondere gegeniiber den Durchblutungsver- 
suchen von Gottlieb und Stangassinger, in der Leber in 
Abrede zu stellen. Nur muf ich sagen, daB ich mit der von 
mir gebrauchten Methode diese Zersetzung nicht habe nach- 
weisen kOnnen. 

Anders ist es aber in bezug auf die Bildung von Krea- 
tinin in der Leber. 

Zur Beantwortung der Frage, ob die Leber neben Kreatin 
auch Kreatinin enthalt, ist die Extraktion mit Wasser nicht 
brauchbar, nachdem, wie besonders Mellanby betont hat, 
beim Einengen des Extraktes bei schwach saurer Reaktion 
Kreatin anhydriert werden kann. Es wurde deshalb ein alko- 
holisches Extrakt gemacht und zwar, zur Erleichterung des 
Kinengens bei niedriger Temperatur, nachdem die Leber mit 
wasserfreiem Natriumsulfat verrieben worden war. Fir jeden 
Versuch wurden 200 g ganz frische Leber gebraucht. 

Das Alkoholextrakt wurde dann im Hladikschen Vakuum- 
apparat!) bei 37° C. eingedampft. 

So wurde eine sirupdse Masse erhalten, welche aber, 
wegen des grofen Gehaltes an lipoiden Stoffen, zum Nachweis 
von Kreatinin nicht zu verwenden war. Auch der neuerdings 
von Folin und Denis?) angegebene Kunstgriff zur Entfernung 
von lipoiden Stoffen aus dem Blutextrakt fiihrte hier nicht 
zum Ziel. 

Ich verfuhr deshalb so, daB die mit Natriumsulfat ver- 
riebene, trockene Lebersubstanz erst mit Chloroform, dann 
mit Ather wiederholt ausgezogen wurde. Die in dieser Weise 
nahezu vollstindig von Lipoiden befreite Substanz wurde jetzt 
dreimal mit 92°/oigem Alkohol extrahiert. Nach Verdampfen 
des Alkohols der vereinigten Filtrate bei 37° C. im Hladik- 
schen Apparat wurde der Riickstand in 30 cem Wasser auf- 
genommen. Die so erhaltene, schwach gelbliche, opalescente 
Losung wurde in der iiblichen Weise mit Pikrinséure und 
Natronlauge versetzt. Bei der Rindsleber fand ich in drei 


'!) Biochem. Zeitschrift, Bd. 28, 5. 29. 
2) Journ. of Biol. Chem., Bd. 12, S, 141. 
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Fallen gar kein, in drei anderen Fallen eine Spur (weniger 
als 1 mg auf 200 g Leber) Kreatinin. 

Dafi sich tbrigens das Kreatinin, wenn es vorhanden ist, 
in dieser Weise in den Organen gut nachweisen laBt, zeigte 
sich bei der, genau wie oben beschrieben behandelten, Niere 
des Rindes. Aus 200 g Niere erhielt ich 6 mg Kreatinin. 

Jetzt konnte untersucht werden, ob bei der Autolyse 
Kreatinin in der Leber gebildet wird. 

Die Versuche wurden bei grofen Hunden angestellt. Drei 
Stunden vor dem Tod wurden die Tiere, nachdem sie in etwa 
15 Stunden keine Nahrung erhalten hatten, reichlich mit Fleisch 
und Brot gefiittert. Der Hund wurde, nach Betiéubung mittels 
Morphin und Chloroform, durch Verbluten aus der Carotis ge- 
t6tet und dann wurde die Leber unter streng aseptischen Kau- 
telen herausgenommen. Zwei Stiicke, jedes 200 g schwer, 
wurden ausgeschnitten, das eine direkt verarbeitet, das andere 
in ein sterilisiertes Becherglas gebracht, welches in einer Flasche 
mit ein wenig Chloroformwasser auf 37° C. erwarmt wurde. 
Nach 24 Stunden wurde die Flasche gedffnet, das Stiick Leber 
herausgenommen, mit wasserfreiem Natriumsulfat verrieben usw. 

In vier Versuchen war der Ausschlag der Kreatininreaktion: 
————————————————————————————————————————————————————————————— 








Sofort Nach 24 Stunden 
I schwach positiv 1,3 mg 
II negativ positiv 
Ill positiv 2 mg 
IV > stirker positiv 





Es braucht kaum gesagt zu werden, daf bei diesen kleinen 
Kreatininmengen eine genaue Bestimmung nicht mdéglich war. 
Jedenfalls aber ist es klar, daf nach der Autolyse der Gehalt an 
Kreatinin grofer war als in der frischen Leber. Mit dem Wort 
«positiv» wird angedeutet, daB Pikraminséure gebildet wurde, 
die Menge des Kreatinins aber sicher weniger als 1 mg betrug. 

Diese Beobabtungen bestatigen also die Auffassung, dai 
die Leber imstande ist, Kreatin zu Kreatinin zu anhydrieren. 














Einwirkung von Alkoholaten auf Hamin und seine Derivate. 


I. Mitteilung. 


Uber Aufspaltung des Hamins durch Kaliumalkoholat und 
eine neue Bildungsweise des Mesoporphyrins. 
Von 


Hans Fischer und Heinrich Rése. 





(Aus der II, Medizinischen Klinik zu Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. Juli 1913.) 


Wir haben friiher mitgeteilt, da8 Bilirubin durch Natrium- 
methylat aufgespalten wird unter Bildung von Trimethylpyrrol- 
propionsdure und Xanthobilirubinsadure (Dehydrobilirubinsaure ?). 
Eine tetrasubstituierte Base wurde bis jetzt nicht erhalten. Ein 
analoges Verhalten gegen Natriummethylat zeigten bimolekulare 
Pyrrole, die durch Kohlenstoffatome in a- oder B-Stellung mit- 
einander verkniipft waren. 


Erst hierdurch und den Nachweis, dafs derartige und 4dhnlich 
konstituierte Pyrrole durch Eisessigjodwasserstoff analog Blut- und Gallen- 
farbstoff zerfallen, war ein experimenteller Anhaltspunkt gegeben 
fiir die Verkniipfung von Pyrrolkernen durch je ein Kohlenstoffatom in 
a-Stellung im Blutfarbstoff. Eine Bindung 


C=C oder C=C=C— 
H H 


zwischen 2 Pyrrolkernen z. B. erklarte genau so gut die Entstehung der 
Himatinsaure bei der Oxydation wie bei der Reduktion die Bildung a-methy- 
lierter Pyyrole. Die Isolierung des Porphyrinogens und die Feststellung 
seiner reversiblen Beziehungen zum Mesoporphyrin gaben erst einen 
tatsichlichen Anhaltspunkt fiir das Vorhandensein von Methingruppen 
als Bindegliedern zwischen den Pyrrolkernen. 

Es war nun sehr auffallig, daB beim Hamin und seinen Deri- 
vaten eine entsprechende Aufspaltung nicht erzielt werden konnte. 
Erst das Porphyrinogen erwies sich gegen Natriummethylat 
hinfillig, indem hier Phyllopyrrol gefaBt werden konnte. Diese 
relative Hinfalligkeit des Porphyrinogens gegen Natriummethylat 
steht in Analogie mit der gegen verdiinnte Jodwasserstoffsaure, 


denn auch durch letzteres Reagens wird das Porphyrinogen 
aufgespalten. 














Einwirkung von Alkoholaten auf Himin und seine Derivate. I. 39 


Auffallig war nun, daf die tetrasubstituierte Siure nicht 
erhalten werden konnte, es erschien nicht ausgeschlossen, 
daf die Siuren im Himin und seinen Derivaten in anderer 
Bindungsform enthalten seien als im Bilirubin und den oben 
erwahnten synthetischen Pyrrolen. Wir nahmen die Versuche 
daher wieder auf und ersetzten zunichst das Natrium durch 
das reaktionsfiihigere Kalium. Zu den zahllosen Vorversuchen 
bentitzten wir gliserne Réhren, machten aber bei den Tem- 
peraturen, bei denen man gezwungen war zu arbeiten, sehr 
schlechte Erfahrungen, 75°%/o der Réhren hielten dem Druck 
nicht stand und wir beniiizten daher zu den weiteren Ver- 
suchen einen eisernen Autoklaven mit Manometer. Der Druck 
stieg bei den Versuchen bis auf 100 Atmosphiren und so war 
der Miferfolg mit den glasernen Rohren erkliirlich. Ab 220° trat 
beim Hamin durch Kaliummethylat in bezug auf die Basen- 
fraktion vollkommene Aufspaltung ein, indem aus 25 g Hiimin 
gegen 8g Phyllopyrrol erhalten wurde, eine Ausbeute, die 
der Basenfraktion bei der Aufspaltung mittels Jodwasserstoif- 
sdure nahezu entspricht. Interessant ist das Auftreten des 
Phyllopyrrols, es beweist, daf8 das Natriummethylat hier 
die gleiche Reduktionswirkung erzielt wie die Jodwasserstoff- 
siure durch Bildung der Athylgruppen, wiihrend das Natrium- 
amalgam ja wenigstens beim Hiimin und Hiimatoporphyrin diese 
Reduktion nicht zu bewirken imstande ist. Neben Phyllopyrrol 
konnte jetzt auch Trimethylpyrrolpropionsdure isoliert 
werden, wenn auch in schlechter Ausbeute, und es steht daher 
noch immer der Beweis aus, dafi beide Siuren im Blutfarb- 
stoff in a-Stellung durch Methingruppen verbunden sind. 

Kaliumithylat erwies sich tiberraschenderweise als er- 
heblich reaktionsfahiger wie Kaliummethylat; schon bei 225° 
wurde ein Druck von 100 Atmospharen erreicht, sodaf nicht 
liber diese Temperatur hinausgegangen wurde. Die Baseii- 
fraktion bestand hier aus Dimethyldiathylpyrrol,') und zwar 
lag offenbar ein Gemisch der beiden Pyrrole 





1) Die experimentellen Daten erfolgen in der II. Mitteilung iiber 
diesen Gegenstand. 
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I. Il. Ill. 
CH,C —CC,H, CH,C —- CC,H, CH,C-—CCH, 
| | | | | | 
CH,C = CC,H, C,H,C = CCH, C,H,C = CC,H, 
‘uo hel 
NH NH NH 


unter starkem Vorwiegen von I vor. III ist ausgeschlossen, 
weil durch Athylat gleichfalls die Reduktion der Vinylgruppe 
zum Athylrest erfolgt Dies Resultat ist beachtenswert insofern, 
als es darauf hinweist, daB der Reaktionsmechanismus bei den 
Alkoholaten primi in Parallele zu setzen ist mit der Reduktion 
durch Jodwasserstoff auch in a-Stellung, indem zunichst reduk- 
tive Spaltung unter Bildung einer Methylgruppe und dann 
erst sekundiir die Athylierung bezw. Methylierung der freige- 
wordenen Methingruppe des betreffenden Pyrrols erfolgt ent- 
sprechend dem angegebenen Schema. 


Reduktion Athylierung 


tithe nal a /paee po seit <i ane 
| | | + Athylat= | | ud yy 
—C Cc—C=Ct Cc— ~—¢ Ch, Cac ¢C— 
\ = Al Fl al 
HN NH NH NH 


Es ist selbstversténdlich, dai wir versuchen werden, die 
Bedingungen festzustellen, unter denen nur die reduktive Auf- 
spaltung ohne sekundire Alkylierung erfolgt. 

Wie schon ausgefiihrt, konnte Phyllopyrrol aus Hamin 
nach der Behandlung mit Kaliummethylat isoliert werden, mit- 
hin war die Reduktion der von Ktister angenommenen Vinyl- 
reste zu Athylgruppen eingetreten und wir zielten nun darauf 
hin, die Reduktion der ungesittigten Seitenkette so zu gestalten, 
dafi der Himinkomplex im Ganzen erhalten blieb. Dies 
ist auch tatsachlich gelungen und zwar durch Erhitzen mit 
Kaliummethylat auf 200°. Das noch eisenhaltige Reaktions- 
produkt gab jetzt bei der Oxydation Methylithylmaleinimid 
neben Hiaimatinsiure und durch Eisessigbromwasserstoff 
wurde in relativ guter Ausbeute Mesoporphyrin erhalten. Der 
Kisessigbromwasserstoff bewirkt hier lediglich die Abspaltung 
des Eisens und somit liegt hier eine prinzipiell neue Ent- 
stehungsweise des Mesoporphyrins vor, gleichzeitig eine will- 
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kommene Bestitigung des von Fischer und Hahn’) gefiihrten 
Beweises, dafi Himin und Mesoporphyrin gleiche Molekulargréfe 
besitzen. 

Die eben geschilderte Entstehungsart des Mesoporphyrins 
ist in Analogie zu setzen mit der Bildungsweise der Porphyrine 
des Chlorophylls, die aus den magnesiumhaltigen Phyllinen 
durch Abspaltung des Metalles durch Séuren entstehen. Gerade 
so entsteht hier aus der eisenhaltigen Muttersubstanz, die das 
Hiiminspektrum noch gibt, Mesoporphyrin. Diese eisenhaltige 
Muttersubstanz in krystallisiertem Zustand zu gewinnen, ist 
das Ziel weiterer Untersuchungen. Ebenso wird der Abbau 
des Haémins und seiner Derivate mit Kaliummethylat unter den 
verschiedensten Bedingungen fortgefiihrt. Ubrigens ist auch 
bei der Alkylierung der Pyrrole nach der von Fischer und 
Bartholomius entdeckten Methode mittels Alkoholaten die An- 
wendung des Kaliums statt Natrium vorteilhafter. Die Ausbeuten 
erreichen nahezu den theoretischen Wert, wenigstens bei der Ge- 
winnung von Tetramethylpyrrol, aus 2- 4- 5-Trimethylpyrrol. 

Wir ergreifen die Gelegenheit, um auf die in dieser Zeit- 
schrift 82 S. 397 mitgeteilte Beobachtung, dali das alkoholische 
Extrakt vieler Pflanzenprodukte die Ehrlichsche Reaktion inten- 
siv zeigt, zuriickzukommen. Schon Ehrlich hat beobachtet, daf 
Phlorogluzin?) in der Kalte mit Dimethylamidobenzaldehyd unter 
Rotfarbung reagiert, Pyrrogallol, Orcin, Resorcin geben die Re- 
aktion gleichfalls, allerdings erst in der Hitze. Hieraus folgt, 
daf die |. c. ausgesprochene Vermutung, dali es sich bei den 
alkoholischen Pflanzenextrakten um «Pyrrolleukobasen» handelt, 
unsicher ist. 


Versuch I u. Il. 


50 g Kalium wurden in 200 g Methylalkohol (abs.) gelost 
und in einen eisernen Autoklaven von ca. 1 | Inhalt eingefiillt. 
25 g fein gepulvertes Himin wurden in diese Lésung einge- 
tragen, durchgeriihrt und der Autoklav verschlossen. Die Tem- 
peratur wurde sowohl im Innern des Autoklaven gemessen, als 





') Ber., Bd. 46, Heft 11. 
*) Phloroglucin gibt auch die Fichtenspanreaktion. A. Baeyer, 
ges. Werke, I, S. 903. 
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auch in dem zur Heizung dienenden Olbad. Nach ca. 3 Stunden 
war 250° Innentemperatur erreicht und 74 Atmospharen Druck. 
Innerhalb weiterer 4 Stunden stieg der Druck bis auf 103 Atmo- 
sphdren, nach dem Erkalten waren am nichsten Tag noch 27 At- 
mosphiiren Druck vorhanden. Offenbar bildet sich in erheblicher 
Menge ein Gas, wahrscheinlich Wasserstoff. Der hellgelblich ge- 
fiirbte Inhalt wurde nun ausgeschépft und mit Dampf destilliert. 
Schon im Kiihler schieden sich reichliche Mengen von Phyllo- 
pyrrol in krystallisiertem Zustand ab. Unbekiimmert um diese 
Krystallisation wurde die Gesamtmenge der fliichtigen Basen 
mit Dampf abgetrieben, darnach in Ather gelést und im Vacuum 
zur T'rockene eingedampft. Der vollstandig krystallisierte Riick- 
stand wog 8 g und bestand zum allergréSten Teil aus Phyllo- 
pyrrol, Es mag sein, daf auch noch etwas Tetramethylpyrrol 
vorhanden war, dessen Auftreten nach den friiheren Versuchen 
ja sehr wahrscheinlich ist. Fiir das Vorhandensein einer Ver- 
unreinigung spricht auch der Umstand, dafi bei der Umwand- 
lung in das Pikrat der richtige Schmelzpunkt des Phyllopyrrol- 
pikrates nicht erreicht werden konnte. Das Praparat schmolz 
bei 103—104°, gab jedoch bei der Analyse auf Phyllopyrrol- 
pikrat stimmende Zahlen, sodaB es sich jedenfalls nur um 
Spuren von Verunreinigungen handeln kann. 
0,2375 g Substanz gaben 33,6 ccm N (19°, 719 mm). 
C,;H,,0;,N,. Berechnet: N = 15,30°/o. Gefunden: N = 15,43. 

Aus der Mutterlauge des Phyllopyrrolpikrates schied sich 
beim langeren Stehen eine geringe Menge eines Pikrates vom 
Schmelzpunkt 138° ab. Aldehydreaktion negativ. 

Die mit Dampf destillierte Mutterlauge wurde alkalisch 
ausgeiithert nach erst erfolgter Filtration vom Eisenhydroxyd. 
Bemerkenswert ist, da® dieser Atherextrakt, aus dem wir direkt 
kein Phyllopyrrol gewinnen konnten, nach der Reduktion mit 
Eisessigjodwasserstoff nicht unbetriachtliche Mengen von Phyllo- 
pyrrol ergab. 

Die alkalische Mutterlauge wurde mit Salzsdure ange- 
siiuert und dann erschépfend ausgeithert. Nach dem Abdampfen 
des Athers hinterblieb eine betrichtliche Menge eines stark 
nach Fettsiiuren riechenden Sirups, der keine Pyrrolreaktion 
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gab. Bei Versuch | wurde der Sirup mit Eisessigjodwasserstoff 
und Jodphosphonium in der schon oft beschriebenen Weise 
behandelt, und darnach gelang es, neben einer geringen Menge 
von Basen ca. 4 g Pikrat einer Pyrrolséure zu erhalten; durch 
Umkrystallisieren aus Alkohol wurde 1 g reines Pikrat vom 
Schmelzpunkt 125--126° erhalten und die Analyse bestiitigte, 
daf das Pikrat der Trimethyl-pyrrol-propionsiiure vorlag. 

0,2222 g Substanz gaben 0,3815 -g CO, und 0,0974 g H,O. 

0,2137 » > >» 27,4 ccm N (23°, 717 mm). 

C,,H,,0,N,. Berechnet: C = 46,81°%o H == 4,42°%0 N = 13,66%o. 
Gefunden: C = 46,83°%o H == 491% N = 13,70%o. 

Ein zweiter Versuch verlief ganz analog. Erhalten wurden 
8,2 g krystallisierte Basenfraktion, und diesmal gelang es nun 
auch direkt, ohne vorher gegangene Behandlung mit Eisessig- 
jodwasserstoff die tetrasubstituierte Saure zu fassen. Der wie 
oben gewonnene Atherextrakt wurde im Vakuum eingedampft, 
im siedenden Wasserbad die Fettséuren abdestilliert und der 
7,1 g wiegende zuritickbleibende Sirup zweimal mit siedendem 
Wasser ausgezogen. Die wiisserige L6sung wurde nach dem 
Erkalten filtriert und der durch dreimaliges Ausiéthern erhaltene 
Extrakt im Vakuum vollig eingedampft. Beim UbergieBen mit 
45 ccm 10°/oiger Pikrinséurelésung in feuchtem Ather ging 
der Sirup schnell unter Dunkelfarbung in Lésung und nach 
ca. 2stiindigem Stehen in Eis hatten sich 3,8 g Rohpikrat ab- 
geschieden. Durch Umkrystallisieren aus Alkohol wurden 1,6 g 
reines Pikrat der Trimethyl-pyrrol-propionsiiure erhalten. Schmelz- 
punkt 125—126°. 


0,2258 g Substanz gaben 28,4 ccm N (20°, 718 mm). 
C,,H,,O.N,. Berechnet: N = 13,66°%o. Gefunden: N = 13,63°/o. 


Versuch III. 


Wie aus der beigelegten Druckkurve von Versuch II her- 
vorgeht, liegt die Hauptreaktion zwischen 220 und 230°, und 
wir setzten daher noch einen besonderen Versuch an, bei dem 
nicht tiber 230° hinausgegangen wurde und die Zeitdauer des 
Erhitzens auf 3 Stunden abgekiirzt war. Der Druck stieg nicht 
uber 54 Atmosphiren und auch hier war bereits voéllige Auf- 
spaltung eingetreten. Die Basenfraktion wog 7,8 g, das Roh- 
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pikrat der tetrasubstituierten Saure 2,5 g, aus denen durch 
Umkrystallisieren aus Alkohol 1 g reines Pikrat vom Schmelz- 
punkt 124—125° erhalten wurde. 


Aufspaltung von Porphyrinogen durch verdinnten 
Eisessigjodwasserstoff. 

Im Gegensatz zu Hiimin, Haimatoporphyrin und Mesopor- 
phyrin wird das Porphyrinogen unter folgenden Bedingungen 
volistiindig aufgespalten: 1 g Porphyrinogen wurde mit 15 ccm 
Eisessig, 2 ccm Jodwasserstoffsaure (1,96), 1,5 g Phosphor und 
3g Wasser 1'1/2Stunden unter RiickfluB gekocht. Nach Verdiinnen 
mit Wasser wurde mit Soda alkalisch gemacht und die Basen 
durch Ausiithern gewonnen. Das erhaltene Himopyrrolpikrat 
schmolz bei 114°. Aus der sodaalkalischen Mutterlauge wurden 
durch Ansiiuern, Ausiithern usw. die Séuren in tiblicher Weise 
isoliert. Das Pikrat der Phonopyrrolearbonsaure zeigte nach 
einmaligem Umkrystallisieren den Schmelzpunkt 156°, war 
also noch nicht vollig rein, 

Kinwirkung von Kaliummethylat auf Himin bei 190°. 

25 g Hiimin wurden mit 50g Kalium, geldst in 200 g 
Methylalkohol, 3 Stunden auf 190° erhitzt. Die Reaktion verlief 
sehr gleichmiifig und der Druck stieg nicht tiber 17 Atmosphiaren. 
Druck war nach dem Erkalten nicht mehr vorhanden. Der 
Bombeninhalt wurde zuniichst der Dampfdestillation unterworfen, 
aber nur Spuren von dampffliichtigem Ol erhalten. Die alkalische 
Mutterlauge wurde von einem relativ geringen eisenhaltigen Riick- 
stand durch Filtration getrennt und mit Salzsaiure angesauert. Der 
voluminése Niederschlag wurde abgesaugt, mit Alkohol in der 
Reibschale angerieben und 12 Stunden lang mit 21 Alkohol auf 
der Maschine geschiittelt. Jetzt wurde filtriert, der in Alkohol 
unlisliche blaugraue eisenhaltige Riickstand wog 15 g. Uber den 
alkoholléslichen Teil wird spiiter berichtet werden. Mit dem 
Riickstand wurde nun, um zu beweisen, daf in der Tat die 
Reduktion der ungesittigten Seitenkette zur Athylgruppe ein- 
getreten war, zunichst eine Probe mit Bleisuperoxyd oxydiert und 
in der Tat Methylithylmaleinimid neben Hamatinsdure erhalten. 

3g des Riickstandes wurden in 150 ccm !/10-Normal- 
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natronlauge gelést und innerhalb mehrerer Stunden unter 
heftigem Turbinieren in eine Suspension von 60 g Bleisuperoxyd 
in 150 ecem 50°/oiger Schwefelséure eingetropft. Nach Stehen 
tiber Nacht wurde vom Bleischlamm abgesaugt und das Filtrat 
erschépfend ausgeiithert. Der Atherextrakt wurde nach dem 
Eindampfen in der tiblichen Weise in eine indifferente und 
saure Fraktion getrennt. Die indifferente Fraktion enthielt das 
Methylathylmaleinimid (0,3 g), das nach Umkrystallisieren aus 
heifem, wenige Tropfen Alkohol enthaltendem Wasser rein er- 
halten wurde. Schmelzpunkt 65—66°. Zur Analyse wurde bei 
gewOhnlicher Temperatur im Vakuum getrocknet. 
0,1539 g Substanz gaben 13,9 com N (17°, 721 mm). 

C,H,O,N (139,08). Berechnet: N = 10,07°/o. Gefunden: N = 9,96°%o. 

Die Himatinsiivre schmolz nach einmaligem Umkrystalli- 
sieren aus Ather-Petroliither bei 109—110°. 

Einwirkung von Eisessigbromwasserstoff. 2,5 ¢ 
des Riickstandes wurden fein gepulvert in 50 g Eisessigbrom- 
wasserstoff (bei 0° gesittigt) eingetragen. Nach 15stiindigem 
Schiitteln auf der Maschine wurde in Wasser gegossen, von dem 
nicht unbetriichtlichen Riickstand abfiltriert, und das klare Filtrat 
mit Natronlauge bis zum Verschwinden der Kongoreaktion ver- 
setzt. Der erhaltene Niederschlag wurde abgesaugt ausge- 
waschen, in stark verdiinnter Natronlauge gelOst und durch Zu- 
satz konzentrierter Natronlauge ein schwer losliches Natronsalz 
abgeschieden. Durch Umkrystallisieren aus heiber 2,5°/oiger 
Salzsiiure wurden 0,6 g durchaus einheitlich krystallisiertes 
Porphyrin erhalten, das spektroskopisch sich in nichts vom Meso- 
porphyrin unterschied. Auch die Krystallform war die gleiche 
und die Analyse bestiatigt, daf salzsaures Mesoporphyrin vorlag. 

0,1885 g Substanz gaben 0,4370 g CO, und 0,1225 g H,O. 

0.1399 » ; >»  0,0637 » AgCl. 

C3,.H,,0,N,Cl],, Berechnet: C = 63,84°%o H = 6,26°/o Cl = 11,11°/o. 
Gefunden: C = 63,24% H = 7,27% Cl = 11,26°%o. 


Uberfiihrung von 2-4-5-Trimethylpyrrol in 2-3-4-5- 
Tetramethylpyrrol. 

29 g Trimethylpyrrol wurden mit 50 g Kalium in 200 g 

Methylalkohol 5 Stunden lang auf 220—225° erhitzt. Der 
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Druck stieg nicht tiber 33 Atmosphiren und nach dem Erkalten 
war nur wenig Druck vorhanden. In der friiher angegebenen 
Weise!) wurde das Tetramethylpyrrol isoliert. Ausbeute 29 g, 
also nahezu quantitativ, wahrend wir friiher beim Erhitzen mit 
Natriummethylat nur 50°/o Ausbeute erhalten hatten. 


Blinde Versuche mit Kaliummethylat und Athylat. 


Schon beim Bilirubin hatten wir festgestellt, daB Natrium- 
methylat eine oxydierende Wirkung austiben kann, wahrend 
die des Natriumithylats ganz in den Hintergrund tritt, denn wir 
konnten aus Bilirubinséure nur durch Natriummethylat die 
Xanthobilirubinséure (Dehydrobilirubinsaure ?) erhalten und auch 
beim Porphyrinogen machten wir 4hnliche Erfahrungen. Es 
wurden deshalb mit beiden Alkoholaten vergleichende Ver- 
suche angestellt und das Resultat war ein durchaus ver- 
schiedenes. Beim Versuch mit Kaliumathylat (Einzelheiten 
in der Tabelle) stieg der Druck bis auf 99 Atmosphiaren, und 
am niichsten Morgen nach dem Erkalten waren noch 32 Atmo- 
sphiren Druck vorhanden. Ein Gas, das in der Kiélte noch 
einen derartigen Druck zeigt, kann hier auSer Athan nur Wasser- 
stoff?) sein, und dieser Wasserstoff ist auf Kosten des Athylats 
entstanden. In der Tat konnten bei der Verarbeitung gegen 
7 g eines scharf nach héheren Fettsdéuren riechenden Gemisches 
isoliert werden. (Angewandt waren 50 g Kalium in 287 g 
Athylalkohol.) Nach der Titration mit Natronlauge wiren 
ca. 3g Séure als Essigsdure berechnet vorhanden gewesen. 
Daneben wurde noch eine ziemliche Menge eines esterartigen 
nach Birnen riechenden Oles beobachtet. Néiher untersucht 
wurde das Gemisch nicht. Total anders verlief der Versuch 
mit Kaliummethylat bei der gleichen Temperatur. (Ver- 
gleiche die Tabelle.) Der Druck stieg nicht oder kaum tiber 
die Spannung des Methylalkohols bei der gleichen Temperatur 
hinaus. Nach dem Erkalten war kein nennenswerter Druck 





1) Diese Zeitschrift, Bd. 80, S. 12. 
*) Dafi Wasserstoff vorlag, wenigstens zum allergréf{ten Teil, wurde 


durch Analyse festgestellt. 
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vorhanden und bei der Verarbeitung konnten Siiuren héchstens 
in Spuren wahrgenommen werden. 

Nach diesem Ergebnis ist es éuferst wahrscheinlich, dab 
die Reduktionswirkung des Kalium- wie Natriummethylats nicht 
auf eigenes Konto, sondern auf das der zu reduzierenden Sub- 
stanz erfolgt, d. h. bei der Einwirkung dieser beiden Reagenzien 
auf zugesetzte Substanzen ist neben Reduktionsprodukten das 
Auftreten von Oxydationsprodukten zu erwarten. Anders beim 
Kalium- bezw. Natriumathylat. Hier tritt bei der gleichen Tem- 
peratur starke H,-Entwicklung ein, aber auf Kosten des Athylats 
selbst, das dabei oxydiert wird. Hier ist daher kaum eine 
Oxydation der zugesetzten K6rper zu erwarten, sondern die 
Reduktion tritt weitaus in den Vordergrund. 

So erklirt es sich auch, dai durch Natriummethylat aus 
Porphyrinogen Mesoporphyrin und aus Bilirubinséiure Xantho- 
bilirubinsaéure (Dehydrobilirubinséure ?) erhalten wird, wahrend 
bei Anwendung von Natriumiithylat bei gleicher Temperatur 
die Oxydationswirkung vollig in den Hintergrund tritt. 


Versuch I (identisch mit II): 


Haimin mit Kaliummethylat bei 250°. 
eee nnn ev 
Zeit | Temp. Druck | Olbad Zeit | Temp. | Druck | Olbad 





83 | 180° | 18 | 280° | 1145 | 250° 86 | 304° 
83 | 190° | 21 | 293° | 1412 250° | 89 | 303° 
837 | 200° | 23 | 286° | 1215 | 250° g2 | 302° 
g40 | 210° | 26 | 290° | 1230 | 2500 93 | 302° 
848 | 220° | 30 | 298° | 1245 | 250° 95 | 302° 
9 2309 | 37 | 297° 1 250)° 97 | 302° 
915 | 240° | 47 | 300° 115 | 2500 98 | 302° 
94 | 245° | 56 | 300° 130 | 249° 99 | 304° 


10 247° 62 301° 1 45 249 ° 100 302° 
10 15 248 ° 67 301° 2 249° 100 302° 
10 45 249 ° 74 300° 2 15 249 ° 101 303 ° 
11 249° 78 302° 2 30 249° 102 304° 


11 15 250° 81 302° 2 45 249 © 102 303 ° 
11 30 250° 83 303 ° 3 249 ° 103 303 ° 
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Versuch III: 
Himin mit Kaliummethylat bei 230°. 


EE ——————————————————————————————— EE 
Zeit | Temp. | Druck , Olbad Zeit | Temp. | Druck | Olbad 








8 15 140° 8 250° 10 39 | 232° | 46 | 973° 
82) 1509 | 10 | 256° | 1045 | 232° | 48 | 2749 
830 | 160° | 12 263 ° 11 | 231° | 48 | 267° 
834 | 170° 15 | 270° 11 15 | 229 0 | 48 2739 
s40 | 180° | 18 | 271° | 1130 | 230° | 48 | 2729 


845 | 190° 20 | 2719 | 1145 230° | 49 2739 








s5 | 200° | 293 | 272° | 12 | 2309 | Bt | 273° 
9 | 210° | 2 | 2729 | 1215 | 230° | 52 | 273° 
915 | 220° | 30 | 2759 | 1230 | 2309 | 52 | 273° 
gat | 22959 | 37 | 274° | 124 | 930° | 53 | 273° 
10 =| 230° | 41 | 2809 1 | 230° | 54 | 273° 
1015 | 2319 | 45 | 280° | | | 


Versuch IV. 


Himin mit Kaliummethylat bei 190°. 























Zeit | Temp. | Druck Olbad Zeit | Temp. | Druck | Olbad 
8 30 | 150° | 10 | 245° | 1030 | 190° | 17 | 227° 
845 | 171° | 413 | oago | 1045 _ 190° | 17 | 227° 
9 | 183° | 15 | 235° | 11 | 190° | 17 | 227° 
9 | 190° | 17 ake | a1 | 190° | 17 | 227° 
9 30 | 191° | 47 | 231° | 1190 / 190° | 17 | 227 
94 | 190° | 17 | 229° | 114 | 190° | 17 | 227° 
10 | 190° | 47 | 227° | 12 | 190° | 17 | 297° 
10.15 | 190° | 17 927° | 4215 | 190° | 417 | 227° 
| 
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Versuch V. 


Uberfiihrung von Trimethylpyrrol in Tetramethylpyrrol durch 
Kaliummethy lat. 








Zeit | Temp. Druck | Olbad Zeit Temp. Druck | Olbad 
































1190 | 130° 5 230° 245 | 293° | 25t/, 260° 
11 45 | 156° | 7/2 | 251° | 3 | 223° | 26 262° 
12 |/ 190° | 13 27()° 3 1 223° | 26 261° 
1215 | 211° | 419 280° | 330 | 9239 | 97 261° 
1230 | 2209 | 22 275° 3 45 2939 | 97 261° 
1245 | 9939 93 265° 4 | 224° | 27% | 264° 
1 | 293° | 93 | 261° | 415 | 224° | 28 | 264 
115 | 2239 | 23 | 261° 430 | 224° | 28'/s 264° 
130 | 2939 | 24 | 260° | 445 | 225° | 29', 265° 
1 45 | 223° | 24 | 260° | 5 | 225° | 31 | 267° 
2 | 223° | 24t/, | 2609 | 515 | 226° | 32 266° 
215 223° | 24/, | 260° | 530 | 226° | 33 266" 
2 3° 2239 25 | 262° | | 
| | 
Versuch VI: 
Kaliumithylat allein bei 225°. 
Zeit | Temp. Druck Olbad Zeit Temp. Druck  Olbad 
108 | 155° | 6 250) 1 225 9 | 69 | 267° 
1045 | 180° | 10 265 ° 1 15 2259 | 74 | 267° 
11. | 200° | 15 | 2759 | 180 | 225° | 79 | 268° 
11 15 | 909° | 20 9720 1 45 225° | 83 267° 
| | 
1130 | 2199 | 26 275° 2 225° | 86 267 ° 
1145 | 2999 33 | 968° | 215 | 2259 | 90 | 2679 
12 | 224° | 42 | 268° | 290 | 225° | 94 | 2689 
1215 | 225° | 49 | 268° | 245 | 2259 | 97 | 2679 
1230 | 225° | 56 | 268° | 3 | 225° | 99 | 268° 
4 1245 | 225° 63 | 267° | 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXVII. 4 
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Versuch VII: 


Kaliummethylat allein bei 225°. 














Zeit. Temp. Druck | Olbad | Zeit | Temp. | Druck | Olbad 
10 =| 140° | 7 | 225° | 11 | 925° | 30 | 265° 
1015 | 160° | 11 | 260° | 130 | 225° | 30 | 265° 
103% | 193° | 16 | 271° | 14 | 295° | 30% | 266° 
1045 | 2120 20'/ | e750 | 2 | 225° | 32 266° 
11 | 224° | 26 | 270° | 215 | 225% | 32 266° 
1115 | 9240 | 296 | 268e | 230 | 2950 | gar, | 2660 
11 80 | 2240 | 296 | 270° | 24 | 225° | 32% | 265° 
1145 | 995° | 97 | 268° | 3 2259 | 33% | 266° 
12 | 995° | 28 | 267° | 31 | 995° | 34 266° 
1215 | 2259 | 98 | 267° | 330 | 225° | 34% | 266° 
1230 | 995° | 299 | 9669 | 34 | 9940 | 34/2 | 266° 
1245 | 9259 | 29 | 266° | 4 | 224° | 35 | 266° 

225° | 29 266° | 407 | 22419] 35'/, | 270° 


























p-Oxyphenylathylamin, das Speicheldriisengift der Cephalopoden. 
Von 
M. Henze. 





(Aus der chemisch-physiologischen Abteilung der zoologischen Station zu Neapel.) 
(Der Redaktion zugegangen am 16. Juli 1913.) 





I. 


Lo Bianco’) machte das erstema! die Beobachtung, daB 
die Cephalopoden beim Fang ihrer Beute ein duferst wirk- 
sames Gift benutzen, welches von den sogenannten hinteren 
Speicheldriisen produziert wird und das insbesondere Krebse 
fast augenblicklich lahmt. Diese Beobachtung ist des 6fteren 
bestatigt worden und die pharmakologische Wirkung des Driisen- 
sekrets sowohl an Krebsen als an hoheren Tieren studiert 
worden; Krause,?) Livon’) und Briot, Baglioni. ‘) 

Die chemische Natur des Giftes blieb dunkel, bis Livon 
und Briot?) eine Arbeit veréffentlichten, in der sie behaupteten, 
das spezifische Speicheldriisengift sei eine durch Alkohol fall- 
bare und durch Hitze zerstérbare Substanz, mit anderen Worten 
ein Toxalbumin. Da ich damals selbst die chemische Unter- 
suchung des Giftes begonnen hatte, teilte ich in einer kurzen 





1) Lo Bianco, Notizie biologiche riguardanti specialmente il periodo 
di maturita sessuale degli animali del golfo di Napoli. Mitteilg. d. zoolog. 
Stat. Neapel, Bd. 13, S. 530. 

*) R. Krause, Uber Bau und Funktion der hinteren Speicheldriisen 
der Octopoden. Sitzungsberichte, Akad. Berlin 1897 (1905). 

5) Journ. d. Physiol. et Pathol. gén., Bd. 8, S. 1. Ferner: Briot, 
Sur le réle des glandes salivaires des céphalopodes C. R. Soe. B., Bd. 58, 
S. 384, Sur le role d’action du venin des céphalopodes, ibid., 5. 386. 
Ch. Livon et A. Briot, Les sucs salivaires des céphalopodes est un 
poisson nerveux pour les crustacés, ibid., S. 878. 

*) S. Baglioni, Zur Kenntnis der physiologischen Wirkung des 
Cephalopodengiftes, Zeitschr. f. Biolog., Bd. 52, S. 130. 
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Publikation!) meine ersten Beobachtungen mit, da dieselben 
mit den Angaben der franzésischen Autoren in direktem Wider- 
spruch standen. Ich fand, daf das Gift den Driisen durch ab- 
soluten Alkohol entzogen werden konnte und durchaus resistent 
gegen Hitze, d. h. gegen Aufkochen der Lésung war. Es hatte 
alle Eigenschaften einer organischen Base (Alkaloid) und wurde 
bereits damals von mir in krystallisierter Form erhalten. Mit 
diesem von mir dargestellten krystallisierten Gifte hat dann 
Baglioni?) vergleichende pharmakologische Studien gemacht 
und sich insbesondere tiberzeugt, dafi die Wirkungen des 
Driisensekrets und des isolierten Giftes identisch waren. 

Die Materialschwierigkeiten verzdgerten die endgiiltige 
Losung des Problems, doch konnte inzwischen nachgewiesen 
werden, daf mit dem Gift, auBer dem schon anfangs gefundenen 
Taurin, noch eine zweite krystallisierende organische Base ver- 
gesellschaftet ist (cf. meine erste obengenannte Mitteilung), die 
ungiftig ist und als Betain erkannt wurde. *) 

Seitdem ist es gelungen, die chemische Konstitution des 
Giftes aufzukliren und seine Identitat mit p-Oxyphenylathyl- 
amin sicherzustellen. Damit ist auch seine Isolierung aus der 
Driise mit keinen Schwierigkeiten mehr verbunden. 


II. 


Bis dahin wurde zur Isolierung des Giftes gewoéhnlich 
folgender Weg eingeschlagen. Eine gréfSere Anzahl der frisch 
exstirpierten Driisen wurde gesammelt, zerschnitten und sofort 
in absoluten Alkobol geworfen. Dann wurden sie mit Quarz- 
sand zerrieben und mit wiisserigem Alkohol, dem etwas Salz- 
siiure zugesetzt wurde, extrahiert und ausgeprebt. Nach dem 
Abdunsten des Alkohols hinterbleibt eine mit fettaéhnlichen-Sub- 
stanzen durchsetzte Masse. Verriihrt man dieselbe mit Wasser 


') M. Henze, Chemisch-physiologische Studien an den Speichel- 
driisen der Cephalopoden: Das Gift und die stickstoffhaltigen Substanzen 
des Sekretes. C. B. f. Physiolog., Bd. 19, Nr. 26. 

?) Vgl. oben cit. Arbeit. 

*) M. Henze, Uber das Vorkommen des Betains bei Cephalopoden. 
Diese Zeitschr., Bd. 70, S. 253. 
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und versucht sie mit organischen Solventien (Ather, Chloro- 
form oder Benzol) zu extrahieren, so bilden sich derartig listige 
Emulsionen, dai dabei zweifellos Verluste an Gift stattfinden. 
Es ist einfacher, den abgedunsteten Alkoholextrakt mit mehr- 
fach gewechselten Wassermengen durchzuriihren und durch 
mehrere Filter zu filtrieren. 

Die Filtrate werden konzentriert, wobei neben anorga- 
nischen Salzen Taurin und salzsaures Betain auskrystallisieren, 
die, wie friiher beschrieben, identifiziert werden kénnen. 

Zur weiteren Isolierung des Giftes wurden dann die ver- 
schiedensten Mittel versucht. Bis vor kurzem wurde meist 
mit einer Fallung durch Phosphorwolframsiiure begonnen, die 
aber nicht quantitativ und anfangs schmierig ist, wodurch die 
an und fiir sich geringen Giftmengen noch verkleinert wurden. 
So gelang es nur selten, neben dem reichlich vorhandenen 
Betain minime Mengen des krystallisierenden Giftes in einiger- 
mafen reinem Zustande zu isolieren. Alle die verschiedenen 
Wege zu erwihnen, die bei der Untersuchung so kleiner Sub- 
stanzmengen nicht zum Ziele fiihrten, hat keinen Zweck. Nur 
sei erwahnt, daf Pikrinséure, Gold- und Platinchlorid entweder 
keine oder doch so leicht lésliche Fiallungen gaben, daf sie 
zur Isolierung keine Anwendung finden konnten. 

Es gelang dann, so viel Material zu bekommen, um davon 
ein schwefelsaures Salz, von dem anzunehmen war, daf es 
wenigstens nahezu analysenrein war, analysieren zu k6nnen. 

Es gaben: 0,2536 g (im Vakuum getr.) Substanz: 7,89°/o N, 
22,04°/o H,SO,. 

Der Stickstoffgehalt war also ziemlich niedrig. 

Eine weitere an diesem Material gemachte Beobachtung 
leitete dann rasch auf den richtigen Weg. 

Das Gift zeigte namlich mit Eisenchlorid eine Farben- 
reaktion, die an diejenige des Adrenalins erinnerte, mit anderen 
Worten eine Phenolgruppe vermuten lief. Im weiteren Einklang 
damit lieferte sie intensivste Millonsche Reaktion, mit deren 
Hilfe selbst Spuren nachzugehen war. Damit war die chemische 
Klassifikation im allgemeinen angedeutet. Im Hinblick auf die 
friiheren Beobachtungen, denen zufolge die Verbindung keine 
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Fallungen mit Pikrinséure und Goldchlorid gab, wohl aber 
einen weibgelben Niederschlag mit Bromwasser lieferte, lief 
im Verein mit der oben angefiihrten Analyse’) vermuten, es 
k6nne sich um p-Oxyphenylithylamin handeln. 

Vor allem deckten sich damit auch die pharmakologischen 
Beobachtungen. Schon Baglioni sagte, daB das Vergiftungs- 
bild an die Wirkungsweise phenolartiger Substanzen erinnere, 
und bei Durchsicht der schénen Arbeiten von Barger?) und 
verschiedener seiner Mitarbeiter tiber die blutdrucksteigernde 
Wirkung des neben anderen Aminen aus gefaultem Fleisch 
und aus Mutterkorn isolierten p-Oxyphenylathylamins erhielt 
die obige Vermutung eine weitere Stiitze. Ich stellte mir nun 
durch Erhitzen von Tyrosin auf 270° eine kleine Menge syn- 
thetisches p-Oxyphenylathylamin dar und verglich dessen Wir- 
kung mit der des Speichelsekrets resp. des daraus isolierten 
Giftes an Krabben. Die Ubereinstimmung in der Wirkungs- 
weise war frappant. 


lif. 


Die endgiiltige Charakterisierung des Giftes gelang hierauf 
auf folgende Weise: 

Die mit Sand zerriebenen Driisen wurden bei Gegenwart 
von etwas Salzsiiure mit ca. 70°/oigem Alkohol extrahiert. 
Die Lésungen wurden im Vakuum verdampft und der dicke, 
zunichst mit Sand und Glasperlen durchmischte, hinterbleibende 
Sirup ca. zw6lfmal mit stets gewechselten Acetonmengen durch- 
schiittelt. Das p-Oxyphenylithylamin geht dabei in das Aceton 
liber und man entfernt zugleich die Eiweifisubstanzen, sowie 
Taurin, Betainchlorid und anorganische Salze fast vollsténdig. 
Die vereinigten Acetonausziige blieben zur Klérung tiber Nacht 
stehen, wurden durch ein trockenes Filter gegossen und ab- 

') Schwefelsaures p-Oxyphenylathylamin verlangt fiir N= 7,5°/o 

H,SO, = 26,3 °/o. 

*) G. Barger and G. S. Walpole, Isolation of the pressor prin- 
ciples of putrid meat. Journ. of Physiol., Bd. 38, S. 341. — G. Barger 
u. H. H. Dale, Uber Mutterkorn. Arch. f. exp. Path. u. Pharm., Bd. 61, 
S. 113. 
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destilliert. Der Riickstand wurde mit Chloroform versetzt, doch 
fand beim Ausschiitteln mit Wasser eine derartige Emulsion- 
bildung statt, dai die wisserige Schicht nur nach sehr langem 
Stehen und nur unvollstindig abgetrennt werden konnte. Aus 
diesem Grunde wurde die milchige Chloroformschicht im Destil- 
lierapparat vom Chloroform befreit und der Riickstand zweimal 
mit Wasser ausgezogen und von fettéhnlichen Substanzen durch 
Filtrieren getrennt. Dieser Auszug wurde mit der zuerst vom 
Chloroform getrennten wisserigen Schicht vereinigt und kon- 
zentriert.!) Er wirkte stark giftig und gab intensive Millonsche 
Reaktion. 

Diese LOsung wurde jetzt mit Natronlauge alkalisch ge- 
macht, wobei ein geringer Niederschlag ausfiel, der abfiltriert 
wurde, und nun mehrmals mit Ather ausgeschiittelt. Diese 
Atherausziige hinterlieBen so gut wie nichts beim Verdampfen. 
Hierauf wurde die wiisserige Lésung abermals sauer gemacht 
und nunmehr mit Natriumearbonat in kleinem Uberschuf8 ver- 
setzt, worauf sie ca. zwélfmal mit Ather ausgeschiittelt wurde. 
Beim Abdestillieren des Athers hinterblieb eine geringe Menge 
eines briiunlichen Ols, das sich sofort vollstiindig in etwas 
Salzsiiure enthaltendem Wasser aufliste. Es gab  starke 
Millonsche Reaktion und bedingte in kleinster Menge die 
charakteristischen Vergiftungserscheinungen an Krabben. Diese 
Substanz wurde nach Schotten-Baumann_benzoylisiert, 
wobei sofort ein Benzoylprodukt ausfiel. 

Da die obige mit Ather ausgezogene wiisserige Lisung 
noch immer starke Millonsche Reaktion zeigte, war offen- 
bar das p-Oxyphenylithylamin noch nicht vollstandig in den 
Ather iibergegangen. Die Lésung wurde deshalb ebenfalls 
der Benzoylisierung unterworfen, und in der Tat lieferte sie 
noch eine weitere Ausbeute. Die Benzoylprodukte wurden 
mit Wasser und Ather gewaschen und auf Ton gestrichen. 
Nach dreimaligem Umkrystallisieren aus 70°/oigem Alkohol 
anderte das Produkt seinen Schmelzpunkt nicht mehr. E 





1) In Zukunft wird es jedenfalls am zweckmiifigsten sein, die Driisen 
direkt mit Aceton zu erschépfen und dann den Acetonverdampfungriick- 
stand mit Wasser auszuziehen. 








D6 M. Henze, 


schmolz glatt bei 169—170°, dem Schmelzpunkt des Dibenzoyl- 
p-oxyphenylathylamins. 

Dieses Ergebnis im Verein mit der Analyse des schwefel- 
sauren Salzes und allen den charakteristischen Reaktionen lassen 
keinen Zweifel, dafi es sich um p-Oxyphenylathylamin handelt. 

Die von den Rohbenzoylprodukten abfiltrierte wiasserige 
Fliissigkeit wurde mit Ather ausgeschiittelt und angesiiuert. 
Nach Filtration der dabei ausfallenden Benzoes&éure wurde der 
Rest derselben durch dreimaliges Ausschiitteln mit Ather ent- 
fernt und die Losung vorsichtig zur Trockene verdampft. Der 
Riickstand wurde mit absolutem Alkohol erschépft, um das 
Chlornatrium abzutrennen. Nach Verdunsten des Alkohols 
hinterblieb ein geringer briiunlicher Riickstand. Er léste sich 
in Wasser, gab aber weder die Millonsche Reaktion noch 
erzeugte er, Krabben injiziert, irgend welche Vergiftungser- 
scheinungen. 

Damit ist zugleich der Beweis erbracht, daf das p-Oxy- 
phenyliithylamin der einzige giftige Bestandteil des Octopus- 
Speichels ist. 

Das Vorkommen des p-Oxyphenyliathylamins als spezifisches 
Stoffwechselprodukt in den Speicheldriisen der Cephalopoden 
diirfte auch ein allgemeineres physiologisches Interesse bean- 
spruchen. — Bekanntlich findet sich das p-Oxyphenylathylamin 
unter den Produkten der Eiweibfaulnis, wo es wohl von Gautier?) 
zuerst beobachtet wurde, und in dem Barger und Walpole?) 
denjenigen Korper erkannt haben, der die dem Adrenalin so 
iihnliche pharmakologische Wirkung bedingt. Das p-Oxyphenyl- 
iithylamin entsteht in diesem Falle durch baktericide Wirkung 
aus Tyrosin unter Kohlenséureabspaltung, eine Reaktion, die 
bekanntlich bei vielen Aminoséuren konstatiert worden ist, 
seitdem Ellinger®*) zuerst die Aufmerksamkeit auf sie gelenkt hat. 


‘) Gautier, Sur les tyrosinamines. Bull. soc. chim. de Paris, Bd. 1, 
S. 35, 1195. 

*) cf. oben. 

°) A. Ellinger, Die Konstitution des Ornithins und des Lysins. 
Zuglcich ein Beitrag zur Chemie der Eiweififaulnis. Diese Zeitschrift, 
Bd. 29, S. 334. 
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Ob das p-Oxyphenylathylamin nicht auch als _ sekun- 
diires EiweiBabbauprodukt oder auf fermentativem Wege im 
Organismus gebildet werden kann, war bisher eine noch un- 
geléste Frage. Emerson!) hat bei der «aseptischen» Pan- 
kreasverdauung p-Oxyphenyliithylamin aufgefunden, und das 
gleiche ist von Langstein?) fiir die peptische Eiweifspaltung 
angegeben worden. Abderhalden®’) bestreitet diese Angaben, 
wenigestens konnte er bei sorgfiltigster Ausschaltung jeder 
Bakterienwirkung weder bei peptischer noch bei tryptischer 
Verdauung von Eiweifikoérpern die genannte Verbindung auf- 
finden. Von Bedeutung ist in dieser Hinsicht, daB die Ent- 
stehung des p-Oxyphenylathylamins auch im Kise bei der Kiise- 
reifung beobachtet worden ist‘) und Barger und Dale?) es 
aus dem Mutterkorn isoliert haben, wo es einen der aktivsten 
und hauptsiichlichsten Bestandteile ausmacht. In diesen letzt- 
genannten Fiillen ditirfte man schon eher geneigt sein, eine 
fermentative Bildung aus Tyrosin anzunehmen. Durch die vor- 
liegende Untersuchung ist mit Sicherheit nachgewiesen, dal} 
das p-Oxyphenylithylamin ein Stoffwechselprodukt einer Driise 
ist, genau wie das Adrenalin, mit dem es chemisch und pharma- 
kologisch aufs engste verwandt ist. 

Ob auch hier das Tyrosin als Muttersubstanz anzusehen 
ist, mtissen weitere Versuche lehren, und es wird insbesondere 
meine nachste Aufgabe sein, nach dem Vorkommen spezifischer 
Fermente in der Driise zu suchen. Entstande das p-Oxyphenyl- 
ithylamin in letzter Stufe aus Tyrosin, so ist nicht ausge- 
schlossen, dali wiéhrend der Driisentitigkeit eventuell eine 
Kohlenséureabspaltung nachzuweisen ware. Dali derartige Reak- 





!) Emerson, Uber das Auftreten von p-Oxyphenylathylamin bei 
Pankreasverdauung und uber fermentative Kohlensdureabspaltung. Hof- 
meisters Beitrage, Bd. 1, S. 501. 

*) Langstein, Zur Kenntnis der Endprodukte der peptischen Ver- 
dauung, ibid. S. 514. 

5) Abderhalden, Lehrbuch d. physiol. Chem. (1909), S. 353. 

4) Winterstein u. Kiing, Uber das Auftreten von p-Oxyphenyl- 
athylamin im Emmentaler Kase. Diese Zeitschrift, Bd. 59, 5S. 138. 

5) Vgl. oben. 
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tionen vorkommen, zeigt die Beobachtung, die an den Speichel- 
driisen anderer Mollusken gemacht worden ist, weshalb sie 
hier erwaihnt werden soll. Nachdem Schénlein') aufgefallen 
war, dafi aus dem sauren Speichelsekret von Tritonium nodosum 
eine organische Substanz isoliert werden kann, wurde von 
mir?) nachgewiesen, daB es sich um Asparaginséure handelt. 
Schoénlein hat aber auch entdeckt, daf bei der Drisentatig- 
keit gleichzeitig Kohlensaéure gebildet wird. Zu diesem Zwecke 
reizte er die Driise durch faradayische Stréme, hebt aber speziell 
hervor, daf die Gasentwicklung absolut nichts mit einer sekun- 
dairen elektrolytischen Erscheinung an den Elektroden zu tun 
habe, sondern ein Stoffwechselprodukt der tatigen Driise sei. 

Hier diirften sich méglicherweise analoge Beziehungen 


ergeben. 


'! M. Schénlein, Uber Sauresekretion bei Schnecken. Zeitschr. 
f. Biolog., Bd. 36, S. 523. 

?) M. Henze, Uber das Vorkommen freier Asparaginsiure im 
tierischen Organismus. Ber. d. D. Chem. Ges., Bd. 34, S. 348. 
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Zur Kenntnis der Cholsaure. 


III. Mitteilung. 


Von 
Martin Schenck. 


(Aus dem pharmazeutisch-chemischen Institut der Universitat Marburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16. Juli 191%.) 


Uber die Formel der Ciliansiure. 


Oxydiert man Cholsiure, C,,H,,O,, mit Kaliumpermanganat 
in alkalischer L6sung, so erhélt man nach Lassar-Cohn!) 
zunichst Dehydrocholsaure, C,,H,,0,, und bei lingerer Ein- 
wirkung des Permanganats Biliansdure, C,,H,,O0,, neben einer 
geringen Menge von Isobilianséure, C,,H,,0,. Isoliert man die 
Bilianséure und 1laBt auf die reine Verbindung in alkalischer 
Losung von neuem Permanganat einwirken, so vollizieht sich 
langsam in der Kalte, schneller beim Erhitzen eine weitere 
Oxydation und es entsteht die von Lassar-Cohn zuerst auf- 
gefundene Ciliansiure. Lassar-Cohn (l.c.) gab dieser Siure 
die Formel C,,H,,0,,, der ebenfalls dargestellte neutrale ‘Tri- 
methylester sollte sich aber von einer um 1 Molekiil Wasser 
armeren Formel, C,,H,,0,, ableiten; bei der Regeneration der 
Saure aus dem Ester wiirde dieses Molekiil Wasser wieder 
aufgenommen werden. Die Entstehung der Ciliansiéure aus 
Biliansaure erfolgt unter Abspaltung von Kohlenséure etwa nach 
der Gleichung: C,,H,,0, -+ 12 O = C,,H,,0,, +--+ 4 CO, 4- 2 H,0. 

Spéter hat sich dann Pregl?) eingehend mit der Cilian- 
sdure beschaftigt und festgestellt, daf{ die von Lassar-Cohn 
erhaltenen Kohlenstoffwerte zu niedrig waren, und daf die 
Cilianséiure nur bei sehr vorsichtig und langsam ausgefiihrter 





1) Ber., Bd. 32, S. 683. 
?) Monatsh. f. Ch., Bd. 24, S. 57. 
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Verbrennung richtige Werte liefert. Dementsprechend stellte 
Pregl fiir die Séure und ihren Ester die Formeln C,,H,,0, und 
C,,H,,0, auf. Allerdings wiirden die bei der Verbrennung der 
Siiure sowohl wie des Esters erhaltenen Kohlenstoff- und Wasser- 
stoffwerte auch im Einklang stehen mit den Zahlen, die von 
einer Siiure C,,H,,O, und einem Ester C,,H,,0, gefordert werden, 
aber die Analyse des (iibrigens amorphen) Baryumsalzes der 
Siiure, die Titration der Carboxylgruppen der freien Saéure und 
die Bestimmung der Methylgruppen nach Zeisel im Ester sollen 
eindeutig zugunsten der Formeln C,,H,,O, fiir die Saure und 
C,,H,,0, fiir den Ester entscheiden. Uber die Rolle, welche 
der auBerhalb der Carboxylgruppen in der Cilianséure befind- 
liche Sauerstoff spielt, ist zurzeit noch nichts Sicheres bekannt; 
Pregl!) nimmt an, daf die Cilianséure auBer den drei Carboxyl- 
gruppen zwei Ketongruppen enthalt, wenn sie auch den ge- 
wohnlichen Ketonreagenzien gegeniiber sich negativ verhalte. 

Im Anschluf an friihere Arbeiten (Diese Zeitschr., Bd. 63, 
S. 308 u. Bd. 69, 5.383) habe ich die Cilianséiure von neuem 
untersucht; dabei bin ich zu Resultaten gekommen, die von 
den Vorstellungen von Lassar-Cohn und Pregl abweichen 
und im folgenden mitgeteilt werden sollen. 

Die als Ausgangsmaterial fiir die Versuche dienende Chol- 
siiure wurde in der bereits friiher (Diese Zeitschr., Bd. 69, S. 386) 
skizzierten Weise dargestellt. Nach dem Kochen der Rinder- 
galle mit Atznatron wurde die durch Salzsiure ausgefillte Roh- 
siiure nach dem von Pregl (Mon., Bd. 24, S. 33) fir «<Sommer- 
rohsiiure» empfohlenen Verfahren behandelt (Versetzen der 
1°/o Rohsiure enthaltenden, ammoniakalischen Lésung mit 
BaCl,, Ausfiillen der Cholséure aus dem Filtrat vom Baryum- 
niederschlag mittels Salzsiure). Die so gereinigte Cholsaure 
wurde dann ein- bis zweimal aus Aceton umkrystallisiert -und 
hierauf noch mindestens einmal dem von Langheld (Ber., Bd. 41, 
S. 380) angegebenen, auf der Schwerléslichkeit des Natrium- 
cholats in hei&em Alkohol beruhenden Reinigungsverfahren 
unterworfen. Die schlieBlich aus reinem Alkohol umkrystalli- 
sierte Cholsiiure zeigte den richtigen Schmelzpunkt: 197°. — 


') Diese Zeitschrift, Bd. 65, S. 168. 
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Die Oxydation der Cholsaéure zu Biliansiiure geschah nach den 
Angaben von Lassar-Cohn, ebenso die Isolierung der Bilian- 
siiure und ihre weitere Oxydation zu Ciliansaéure (Ber., Bd. 32, 
S. 683). Im Gegensatz zu Lassar-Cohn und Pregl! habe ich 
aber die Ciliansiiure nicht aus verdiinntem Alkohol, sondern 
aus Wasser umkrystallisiert, anfangs unter Zusatz von wenig 
Salzsiiure, um geringe Mengen von anorganischen Stolfen, die 
von der Darstellung her dem Priiparat bisweilen anhaften 
(Manganosulfit?), zu entfernen. Die einige Male aus Wasser 
umkrystallisierte Substanz zeigte nach dem T'rocknen den ver- 
langten Schmelzpunkt: 241°. Das Umkrystallisieren aus Wasser 
hat den Vorteil, dafi man die Cilianséiure von ectwa beigemengler 
Cholansiiure, C,,H,,0,, leicht trennen kann, denn Cholansiiure 
ist auch in heibem Wasser so gut wie unldéslich. Verdiinnter 
Alkohol diirfte zur Trennung der beiden Siiuren kaum geeignet 
sein, denn bei der Schwerléslichkeit der Cholansiiure wiirde 
ein Priiparat beim 6fteren Umkrystallisieren aus Alkohol und 
Wasser eher an Cholansiiure angereichert werden. Daf aber 
Cholansiiure der Ciliansiure beigemengt sein kann, wenn man 
nicht von absolut reiner Bilianséiure bezw. von durchaus reiner 
Cholséure ausgeht, habe ich wiederholt beobachtet. Selbst ein 
in der oben beschriebenen Weise nach Preg! gereinigtes, aus 
Aceton umkrystallisiertes Cholsiurepriparat, das danach noch 
zweimal nach dem Langheldschen Verfahren behandelt wurde, 
lieferte bei der Oxydation eine Biliansiiure, die bei weiterer 
Oxydation eine durch geringe Mengen Cholansiiure (Fp. 290 bis 
295°; reine Cholanséure schmilzt nach Pregl [Mon., Bd. 24, 
S. 31] bei 294—295°) verunreinigte Ciliansiure gab. Die Menge 
dieser beigemengten Cholanséure war, wie gesagt, nur gering 
(ca. 0,25 g aus 17 g Bilianséure); es diirfte aber diese Beob- 
achtung zeigen, wie schwierig es ist, eine absolut reine Chol- 
siiure, die insbesondere durchaus frei ist von den beiden neben 
Cholsiure in der Galle vorkommenden, miteinander isomeren 
Substanzen, der Choleinsiiure, C,,H,,0,, bezw. Desoxycholsiiure, 
C,,H,,0,, zu erhalten. Die Cholansaéure ist ja bekanntlich das 
Oxydationsprodukt der beiden zuletzt genannten Séuren. 

Die durch Umkrystallisieren aus Wasser erhaltene, ziem- 
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lich hygroskopische Ciliansaure enthalt jedenfalls Krystallwasser, 
wie auch Pregl annimmt, nach meinen vorlaufigen Feststellungen 
mindestens 1 Molekil. Sie wurde fiir die analytischen Unter- 
suchungen meist bei 120° getrocknet, einige Male auch im 
Vakuum bei gewohnlicher Temperatur, nach beiden Methoden 
erhalt man sie krystallwasserfrei. Zwei Elementaranalysen 
lieferten Kohlenstoffwerte, die hinter den von der Preg|schen 
Formel geforderten zuriickbleiben, aber gut zu den von mir 
aufgestellten Formeln (s. weiter unten) stimmen. 

0,1382 g Substanz : 0,3022 g CO, und 0,0867 g H,O; 
gef, 59,64°/o C und 7,02°/o H. 

0,1698 g Substanz : 0,3712 g CO, und 0,1112 g H,0; 
gef. 59,62°/o C und 7,33°/o H. 

Berechnet fiir C,,H,,0, (Pregl) : 60,57°/o C und 7,12°/o H. 

Eine Bestimmung des spezifischen Drehungsvermégens der 
Saure ergab [a], = + 90° (0,5910 g Substanz gelist in 25 ccm 


gewOhnlichem Alkohol). Die alkoholische Lésung absorbierte das 
Licht ziemlich stark, wodurch das genaue Ablesen des Drehungs- 
winkels erschwert wurde. Pregl fand fiir [a], = + 91,67°. 

Wihrend nun die Formel C,,H,,0, 34,08°/o Carboxyl- 
gruppen verlangt, einen Gehalt an COOH, dem die von Pregl 
bei der Titration der Séure erhaltenen Zahlen (Mittel von 
4 Titrationen: 34,17°/o) auch entsprechen, habe ich bei der 
acidimetrischen Bestimmung stets erheblich (um ca. 3°/o) 
héhere Werte gefunden. Die Bestimmung wurde so vorge- 
nommen, da’ ich die getrocknete Cilianséure in 50°/oigem 
Alkohol aufléste und mit "/10-Natronlauge titrierte. Als Indikator 
diente Phenolphthalein, die geringe Menge Lauge, welche das 
gleiche Volumen 50°/oigen Alkohols, wie es auch zum Lésen der 
Siaure verwendet worden war, bis zum Farbenumschlag ver- 
brauchte (ca. 3 Tropfen "/10-NaOH), wurde stets in Abzug gebracht. 
Andere Indikatoren wie z. B. Methylrot oder Paranitrophenol 
erwiesen sich als unbrauchbar, da sie keine scharfen Umschlage 
gaben. Dagegen zeigte sich als recht brauchbar das vor einiger 
Zeit von SOrensen und Palitzsch!) empfohlene, jiingst von 


') Biochem. Zeitschr., Bd. 24, S. 381. 
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Thiel!) naher studierte a-Naphtolphthalein. Eine kleine Probe 
dieses von der Firma Kahlbaum dargestellten Indikators, der 
nach Thiel besonders auch fiir Titrationen in alkoholischer 
Lésung sich eignen soll, verdanke ich der Liebenswiirdigkeit 
von Herrn Prof. A. Thiel. Die zu den Versuchen verwendete 
n/1o-Natronlauge war zuvor gegen frisch bereitete ®/10-Oxal- 
séiureldsung (Phenolphthalein bezw. Naphtolphthalein als Indika- 
toren) eingestellt worden. Ich lasse einige der bei der Cilian- 
siuretitration erhaltenen Zahlen folgen. Die Priparate J, II 
und Ill wurden unter Verwendung von Phenolphthalein, Prii- 
parat IV unter Benutzung von a-Naphtolphthalein titriert. 


n/to-NaQOH : Carboxyl : 

I. 0,1844 g Substanz verbrauchen 15,35 ccm; gefunden: 37,46°/o, 
00,2017 » > > 16,8 > ; > : 37,48°%,o, 

Il. 0,1868 » > » 15,55 > 5 > : 37,46°/0, 
0.1909 » ; ‘ 15,85 > ; >  : 87,86%, 
III. 0.1536 » > > 12,75 > ; » : 37,35°%'o, 
IV. 0,2238 » > > 18,55 > ; : : 37,30°%o, 
0,2300 » > > 19,05 >» ; : : 37,27°%o. 


Diese stets erhaltenen, erheblichen Abweichungen von 
den Preglischen Zahlen veranlaften mich, auch den neutralen 
Methylester der Cilianséure in den Bereich der Untersuchung 
zu ziehen; denn, wenn die hdheren Zahlen fir die Carboxyl- 
gruppen in der freien Séure richtig waren, mufte man auch 
bei der Methylgruppenbestimmung des neutralen Esters, sowie 
bei der Carboxylgruppenbestimmung nach der Verseifung des 
Esters entsprechend héhere Werte finden, als die Preglsche 
Formel verlangt. Beides ist in der Tat der Fall. Den Methyl- 
ester der Ciliansaure stellte ich nach einer einfachen und sehr 
glatt verlaufenden Methode dar. Lassar-Cohn und Preg! 
hatten ihn auf folgende Weise erhalten. Ciliansiure wurde 
in Barytwasser gelést, die Lésung nach dem Einleiten von 
Kohlensaure filtriert und dann mit Silbernitratldsung versetzt. 
Das sich ausscheidende, kleisterartige Silbersalz der Ciliansaure 
wurde abfiltriert, mit Wasser, Alkohol und Ather gewaschen, 
getrocknet und in feingepulvertem Zustande mit Jodmethy] er- 





") Sitzungsber. d. Gesellschaft z. Beférd. d. gesamt. Naturwissensch. 
zu Marburg, Sitzung vom 11. Juni 1913. 
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hitzt. Der auf diese Weise gebildete Ciliansiuremethylester 
wurde mit Ather aufgenommen, die iitherische Losung enthielt 
aber, wie Pregl gezeigt hat, neben neutralem Ester auch saure 
Ester, die ihr durch Schiitteln mit Sodalésung entzogen wurden. 
Nach dem Verdunsten des Athers wurde der Riickstand noch 
mehrmals aus absolutem Alkohol umkrystallisiert, bis der von 
Pregl angegebene Schmelzpunkt 127 --127,5° erreicht war 
bezw. konstant blieb. Von Lassar-Cohn, der ein weniger 
reines Priparat in Handen hatte, war als Schmelzpunkt 119° 
gefunden worden. 

Das beschriebene Verfahren zur Darstellung des Cilian- 
siuremethylesters ist etwas umstiindlich, viel leichter erhiilt 
man den Ester, wie ich gefunden habe, nach der anderen sehr 
gebriiuchlichen Methode, die in der Einwirkung von gasf6rmiger 
Salzsiiure auf die LO6sung der Séure in dem betreffenden Alkohol 
besteht. Nach dieser Methode habe ich den Ciliansiéureester 
stets bereitet; die Darstellung gestaltet sich folgendermaBen: 
1 g der getrockneten reinen Ciliansiiure wurde in 20 ccm MethyI- 
alkohol gelést und in die Lésung zunichst bei gewo6hnlicher 
Temperatur trockenes Chlorwasserstoffgas eine halbe Stunde 
lang eingeleitet. Das Einleiten wurde dann noch 1!/2 Stunden 
fortgesetzt, indem dabei die alkoholische LOsung am Riickflub- 
kiihler zum Sieden erhitzt wurde. Beim Erkalten der Lisung 
schied sich der Ciliansiiureester alsbald in Form von feinen 
Niidelchen aus, die allmihlich die ganze Fliissigkeit zum Er- 
starren brachten. Nach mehrstiindigem Stehen wurde das 
Reaktionsprodukt scharf abgesaugt, zwischen Filtrierpapier 
abgeprefit und im Wassertrockenschrank getrocknet, um an- 
haftende Salzsiiure zu entfernen. Nach einmaligem Umkrystal- 
lisieren aus wenig Methylalkohol und Trocknen bei 100° zeigte 
der Ester den Schmelzpunkt 127—128° (Pregl gibt fiir reinen 
Cilianséureester 127 —127,5° an). Der Ester ist im Gegensatz 
zur freien Siiure nicht hygroskopisch, er wurde fiir die fol- 
genden Versuche stets im Wassertrockenschrank getrocknet. 

Von einer Elementaranalyse des Esters habe ich Abstand 
genommen, da die Kohlenstoff- und Wasserstoffwerte, die von 
der Preglschen Formel einerseits und von den von mir aufge- 
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stellten Formeln anderseits verlangt werden, zu wenig differieren, 
als daB sich durch eine Verbrennung eine Entscheidung zu- 
gunsten der einen oder anderen Forme! hiitte herbeiftihren lassen 
(s. Tabelle auf S. 68). Dagegen habe ich mit 3 verschiedenen 
Priparaten Methylgruppenbestimmungen nach Zeisel vorge- 
nommen, die untereinander tibereinstimmende Werte gaben. 


I. 0,2253 g Substanz lieferten 0.3941 g AgJ; gefunden: 11,19°%o CH,, 


II. 0,2245 » > > 0,3857 >» » ; , : 10,99°%Jo >», 
Il. O,1503 » > > 0,264) » » : » : 11,24°%o  », 


Mittel der drei Bestimmungen : 11,14°/o ». 
Berechnet fiir C,,H,,0, (Pregl): 10,28°/o ». 

Des weiteren wurde der Ester mit einem UberschuB von 
Alkalilauge verseift und durch Titration des Alkalitiberschusses 
nach der Verseifung die Menge der entstandenen Carboxyl- 
gruppen bestimmt. Zuniichst verwendete ich zur Verseifung 
n/9-alkoholische Kalilauge und erhitzte den Ester mit der Lauge 
(25 ccm) 1—1'/2 Stunden im Kolbchen mit Steigrohr auf dem 
Wasserbade, zur Kontrolle wurde ein blinder Versuch daneben 
ausgefiihrt. Gegen Ende der Verseifung entstand in der Fliissig- 
keit eine diffuse Triibung infolge Ausscheidung des in Alkohol 
schwer léslichen Kaliumsalzes der Ciliansiure, diese Triibung 
wurde vor der Titration durch Zusatz von wenig Wasser be- 
seitigt. Als Indikator diente Phenolphthalein. Die Hauptmenge 
des Alkaliiiberschusses wurde durch "/2-Salzsiure, der letzte 
Rest durch ®/:0-Salzsaure neutralisiert. 

0,4047 g Ester verbrauchten 28,40 — 22.357 — 6,03 ccm ®/2-HCl: 
gefunden: 33,52°/o COOH. 

Bei zwei anderen Versuchen, bei welchen jedesmal eine 
etwas gréBere Menge Ester (ca. 1 g) mit 25 cem Lauge behandelt 
wurde, schied sich schon bald nach Beginn der Verseifung das 
ciliansaure Kalium aus und es wurden in beiden Versuchen ge- 
ringere Werte fiir die Carboxylgruppen gefunden als im ersten 
Versuch (ca. 1°/o weniger). Ich halte es fiir méglich, dab dem sich 
ausscheidenden ciliansauren Kalium etwas estersaures Salz bei- 
gemengt war, das sich so der vollstaéndigenVerseifung entzog. Der 
Ciliansaéureester scheint tiberhaupt nicht ganz leicht verseifbar zu 
sein, das wiirde erinnern an das Verhalten des neutralen Cholan- 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXVII Hy) 
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siureithylesters resp. -methylesters, die nach Latschinoff!) 
durch Sodalésung und Barytwasser nur unvollstandig verseift 
werden, vollstindig dagegen nur durch starke Kalilauge oder 
starke Schwefelsiure. Aus diesem Grunde habe ich mit dem 
Ciliansiuremethylester noch zwei weitere Verseifungsversuche 
angestellt, bei welchen der Ester mit wésseriger "/2-Natron- 
lauge (25 ccm) im Hartglaskélbchen am Steigrohr auf dem 
Drahtnetz so lange zum Sieden erhitzt wurde, bis alles in 
Losung gegangen war, was etwa 2 Stunden in Anspruch nahm. 
Die Fliissigkeit blieb dabei vollstaéndig wasserhell, irgend eine 
Schadigung der entstandenen Cilianséure war also offenbar 
nicht eingetreten. Zur Kontrolle wurde daneben wieder ein 
blinder Versuch ausgefiihrt. Zur Titration diente anfangs "/2-HCl, 
gegen SchluB ®/10-HCl, als Indikator Phenolphthalein. 
0.4955 ¢ Ester verbrauchten 23,37 — 16,04 — 7,33 ccm "/s-HCI; 
gefunden: 33,28°/o COOH. 
0.4948 g Ester verbrauchten 23,34 — 16,07 = 7,27 ccm /2-HClI; 
gefunden: 33,06°/o COOH. 

Nach diesen Resultaten diirfte der héhere (tiber 33 °/o 
liegende) Wert den tatsachlichen Verhiltnissen entsprechen, 
damit stimmt auch der aus den Methylgruppenbestimmungen 
berechnete Gehalt des Esters an Carboxy! itiberein: 

CH, (15,02): COOH (45,01) = 11,14: x; x = 33,38. 

Die von Pregl] fiir den Ester aufgestellte Formel C,,H,,0, 
verlangt nun 10,28°/o CH, und 30,81°%/o COOH, die von mir 
gefundenen Prozentzahlen (11,14°/0 CH, und 33,28°/o COOH 
‘Mittel von 3 Bestimmungen]) weichen also auch hier nicht 
unerheblich von den von der Formel C,,H,,0, geforderten ab. 
Ich habe mich deshalb nach einer anderen Formulierung um- 
gesehen und gefunden, daf die Formeln C,,H,,0,, bezw. C,,H,,0,, 
fiir die freie Ciliansaéure und C,,H,,0,, bezw. C,,H,,0,, fiir den 
neutralen Methylester der Cilianséure allen von mir erhaltenen 
Resultaten hinreichend entsprechen (vgl. die Tabelle auf S. 68); 
zwischen der Zahl der Wasserstoffatome laft sich bei der Grobe 
der Formeln zurzeit eine sichere Entscheidung noch nicht treffen. 
Die Ciliansaéure wiirde danach als eine vierbasische Séure zu 


1) Ber., Bd. 19, S. 478. 
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bezeichnen, der neutrale Methylester als Tetramethylester an- 
zusprechen sein. Da sich die Formel C,,H,,0,, glatt halbieren 
laBt, so habe ich noch Molekulargewichtsbestimmungen vor- 
genommen, um zu entscheiden, ob die Ciliansiure 24 oder 
12 Kohlenstoffatome im Molekil enthalt. Fiir die Bestimmungen 
wurde der Methylester verwendet, als Losungsmittel diente 
Naphthalin; die Ausfiihrung geschah nach der schénen und 
bequemen Methode von Baumann und Fromm.') 

Priparat I: 0.1836 g Ester in 10,007 g Naphthalin ge- 
lost bewirkten eine Erniedrigung von 0,248° (Mittel mehrerer 
gut tibereinstimmender Ablesungen). Molekulardepression fiir 
Naphthalin (nach Baumann und Fromm): 69,6. Gef. Mol.- 
Gew.: 515. 

Praparat Il: 0,2939 g Ester; 10,004 g Naphthalin; 0,397 ° 
Erniedrigung. Gef. Mol.-Gew. 515. 

Fiir die Formeln C,,H,,0,, bezw. C,,H,,O, berechnen 
sich die Molekulargewichte 536 bezw. 268, der Ciliansiure- 
methylester enthailt demnach 28 Atome und die freie Cilian- 
siure 24 Atome Kohlenstoff im Molekil. Die angefiihrten Be- 
stimmungen sprechen aber auch gegen die Preglsche Ester- 
formel C,,H,,0,, denn eine solche Formel verlangt das Mole- 
kulargewicht 438. Schon Lassar-Cohn (I. c.) hatte eine 
kryoskopische Molekulargewichtsbestimmung des Esters aus- 
fiihren lassen, als Loésungsmittel diente Phenol und das ge- 
fundene Mol.-Gew. betrug 416. Der von Lassar-Cohn dar- 
gestellte Ester war aber, wie Pregl gezeigt hat, sicher noch 
nicht rein. 

Mit den von mir angenommenen Formeln stimmen nun 
auch die von Pregl erhaltenen Resultate ziemlich iiberein, 
mit Ausnahme des von Pregl gefundenen Carboxylgehaltes 
der Cilianséiure und des Baryumgehaltes des ciliansauren 
Baryums. Dieses Salz, das durch Fallen seiner wisserigen 
Lésung durch Aikohol erhalten wurde, blieb allerdings nach 
Pregls Angaben unter allen Umstanden amorph, es ist somit 
auch nicht erwiesen, da es einheitlich war. Der besseren 





1) Ber., Bd. 24, S. 1431. — Vgl. auch v. Miller und Kiliani, 
Kurzes Lehrbuch der analyt. Chem., 5. Aufl., S. 590. 


5* 








68 Martin Schenck, 


Ubersicht halber sind in der nachstehenden Tabelle die von 
Pregl und mir erhaltenen Resultate, sowie die von den ver- 
schiedenen Formeln geforderten Werte zusammengestellt. Dazu 
ist zu bemerken, dal die in Rubrik 5 (oben) verzeichneten, nicht 
eingeklammerten Zahlen Mittelwerte darstellen von sieben von 
Pregl fiir einwandfrei gehaltenen Analysen (Mon. 24, S. 59 
u. 63) der Ciliansiéure. Zéhlt man auch die auf S. 61 (l. c.) 
angefiihrten 4 Verbrennungen mit, bei denen die Verbrennungs- 
dauer 2 Stunden betrug und die deshalb nach Pregl zu 
weniger genauen, mit seiner Formel nicht tibereinstimmenden 
(mit meinen Formeln aber eher vertraglichen) Prozentzahlen 
fiihrten, so ergeben sich die eingeklammerten Mittelwerte. 
Auch die iibrigen in den Rubriken 5 und 6 angegebenen 
Zahlen stellen Mittelwerte dar. Nicht beriicksichtigt ist in der 
nachstehenden Zusammenstellung das von Lassar-Cohn auf 
seinen Silbergehalt untersuchte amorphe Silbersalz, da es 
jedenfalls nicht einheitlich war, wie ja auch aus der Bildung 
von saurem neben neutralem Ester beim Behandeln des Silber- 
salzes mit Jodmethyl (vgl. Pregl, Mon. 24, S. 63) hervorgeht. 











CyoH,,0, C.4H,,0,. | CgHs20,, | Von Pregl jVonSchenck 











| (Pregl) (Schenck) (Schenck) gefunden | gefunden 

Siure, | 60,57 7,12 59,72 7,10| 59,97 6,71/60,18C 7,26H| 59,63 7.18 
CundH} GC H| CG H| C 4 (69,95C 7,20H) C H 
cone | 34,08 37,33 | 87,49 34,17 37,38 

A 

Ester, 62,98 7,82 62,42 7,86 | 62,65 7,52) 62,69 7,99 es 
CundH C H! C H | C H C. H 

Est | | 

4sler, ‘ ‘ J 9RP > ¢ 
COOH 3081 884k | 83,57 33,28 ') 
Ester, | 40,28 | 11,16 | 11,20 10,74 11,14 

ae | 
BeSem,| 9440 365 | 366 | 343 on 
neutral | 


') Rechnet man diese Zahl um auf Prozente Carboxyl der freien 
Siiure, so ergeben sich, je nachdem man fir die Cilianséure als Formel 
C,,H,,0,, oder C,,H,,0,, annimmt, die Zahlen 37,15 oder 37,16, Werte, 
die naturgemif, mit der bei der direkten Titration der Saure gefundenen 
Prozentzahl (37,38) tbereinstimmen miissen. 
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Es ware gewif wiinschenswert, wenn aufer der Cilian- 
siure selbst und ihrem Methylester noch andere krystal- 
lisierte Derivate der Saure (Salze oder dergl.) zur Verfiigung 
stainden, denn nur die Untersuchung krystallisierter Produkte, 
deren Einheitlichkeit bis zu einem gewissen Grade garantiert 
ist, fiihrt meines Erachtens hier zum Ziel. Leider habe ich 
bisher krystallisierte Salze oder andere AbkOmmlinge nicht 
erhalten kénnen, die Alkalisalze (Natrium- und Kaliumsalz) der 
Ciliansaure sind zwar in Alkohol schwer léslich, aber an- 
scheinend auch nur amorph wie Baryum- und Silbersalz. Bei 
einem Versuch, aus dem Ciliansiéuremethylester durch Erhitzen 
mit tiberschiissigem, alkoholischem Ammoniak im Einschmelz- 
rohr auf 160° das Séiureamid darzustellen, erhielt ich auch 
nur ein amorphes Reaktionsprodukt. Nach den mitgeteilten 
Resultaten habe ich aber zurzeit keine Veranlassung, an der 
Richtigkeit einer Formel mit 24 Kohlenstoffatomen fir die 
Cilianséure zu zweifeln. 

Die Ciliansiure wiire nach dem Gesagten eine vierbasische 
Saure; die beiden auferhalb der 4 Carboxylgruppen im Molekiil 
enthaltenen Sauerstoffatome haben sich noch nicht charak- 
terisieren lassen. Pregl teilt mit, wie schon oben erwahnt 
wurde, daf die Ciliansdure den gewodhnlichen Ketonreagenzien 
gegeniiber sich negativ verhalte. Auch ich habe in der zweiten 
Mitteilung (diese Zeitschr. Bd. 69, S. 387) bereits hervorge- 
hoben, daf ich bei reiner Ciliansiure weder mit Hydroxylamin, 
noch mit Phenylhydrazin ein Reaktionsprodukt gewinnen konnte. 
Ich méchte dem noch hinzufiigen, daf die Cilianséure auch 
mit selteneren Carbonylreagenzien wie p-Nitrophenylhydrazin 
oder Phenylmerkaptan nicht reagiert. Ebensowenig scheint der 
Cilianséuremethylester mit Hydroxylamin, Phenylhydrazin oder 
Phenylmerkaptan in Reaktion zu treten. Alkoholische Hydroxyl- 
gruppen — in Betracht kommen wiirden bei der grofen Be- 
standigkeit der Cilianséure gegen Oxydationsmittel nur tertiire 
Alkoholgruppen — lassen sich nicht nachweisen, da die Saure 
mit Benzoylchlorid nicht reagiert. Auch in laktonartiger Bindung 
ist Sauerstoff in der Cilianséure nicht vorhanden, denn bei 
langerem Erhitzen mit wtberschiissiger titrierter Lauge und 
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Zuriickmessen des Uberschusses wurden keine wesentlich 
anderen Werte gefunden, als bei der direkten Titration der 
Siiure. Sauerstoff in atherartiger Bindung enthalt die Cilian- 
sdure scheinbar auch nicht, denn starke (ca. 66°/oige) Brom- 
wasserstoffsiure, die mitunter solche Bindungen |ést,!) wirkte 
bei mehrstiindigem Erhitzen mit Ciliansiéure im Einschmelzrohr 
im Dampfbad kaum ein: es wurde im wesentlichen unver- 
iinderte Ciliansiure zuriickerhalten, neben geringen Mengen 
eines braunen, Oligen, bromhaltigen Produktes. Erwahnen 
médchte ich noch, daf sich die Cilianséure mit Zinkstaub und 
Natronlauge bei Dampfbadtemperatur nicht reduzieren lieB. 
Wenn nun auch der Nachweis von Ketonsauerstoff in der 
Cilianséure bisher nicht gegliickt ist, so méchte ich doch mit 
Pregl annehmen, daf diese Séure aufer den Carboxylgruppen 
zwei Ketongruppen enthalt. 

Die Annahme, da die Cilianséiure 24 Kohlenstoffatome 
im Molekiil besitzt, erscheint zunachst iiberraschend; die Cilian- 
siiure ware danach gar kein Abbauprodukt der Cholsdure, wie 
man bisher angenommen hat, sondern lediglich ein Oxydations- 
produkt, das noch den gesamten Kohlenstoff des Ausgangs- 
materials enthalt. Nun entsteht bei der Oxydation der Bilian- 
siiure zu Ciliansiiure Kohlensaéure, deren Bildung fiir eine Ab- 
spaltung von Kohlenstoffatomen aus der Bilianséure zu sprechen 
scheint. Tatsichlich diirften die Verhaltnisse aber so liegen, 
da die Biliansaéure bei der Oxydation zunachst in die Cilian- 
siiure iibergeht, daB die letztere Siure zwar schwer oxydabel 
ist, daB aber ein kleiner Teil von ihr dennoch weiter oxydiert 
und nun, nachdem einmal der Angriff erfolgt, sehr weitgehend 
veriindert wird unter Entstehung von Kohlensdure. Dafiir spricht 
auch der folgende Versuch. Reine Cilianséiure wurde in der 
gleichen Weise, wie dies bei der Oxydation der Biliansaure 
zur Darstellung von Cilianséure geschieht, mit Permanganat in 
alkalischer Lésung in der Siedehitze behandelt. Das Perman- 
ganat wurde dabei, wenn auch langsam, vollstindig entfarbt; 
es konnte aber bei diesem Versuch, bei dem allerdings nur 


‘) Vgl. Lipp, Ber., Bd. 22, S. 2572 (Aufspaltung von y-Pentylen- 
oxyd). 
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eine kleine Menge Cilianséure (1 g) verwendet worden war, 
im wesentlichen nur Cilianséure erhalten werden, augerdem 
lie8 sich die Bildung von Kohlensiure und von wenig Oxal- 
siure (durch qualitative Proben nachgewiesen) konstatieren. 
Dafiir, daB bei der Entstehung der Cilianséure aus der Bilian- 
sdure keine Kohlenstoffabspaltung stattfindet, spricht vielleicht 
auch die von Lassar-Cohn mitgeteilte Tatsache, dafi man 
die Bilianséure zur Ciliansiure bereits in der Kalte oxydieren 
kann, wenn auch der Prozef dann langere Zeit (14 Tage) er- 
fordert. Ferner wiire hier darauf hinzuweisen, da auch die 
Cholansaure, das Oxydationsprodukt der beiden in der Galle 
neben Cholsiure vorkommenden isomeren Siéuren, der Cholein- 
siure und Desoxycholsdure (C,,H,,0,), auberordentlich schwer 
oxydabel ist, trotzdem sie noch den gesamten Kohlenstoff des 
Ausgangsmaterials aufweist (C,,H,,0,). Uber die Entstehungs- 
weise der Ciliansiure aus Biliansaure (vielleicht Ubergang einer 
Methylgruppe in eine Carboxylgruppe ?) laBt sich zurzeit noch 
nichts Sicheres aussagen. 

Im Anschluf an das Vorstehende seien einige Bemerkungen 
tiber die auch noch nicht aufgeklérte Art der Entstehung der 
Bilianséure aus Dehydrocholséure resp. Cholsaure gestattet. 
Seit Mylius') scheint meist angenommen zu werden, dal die 
Cholsiure aufer der Carboxylgruppe eine sekundére und zwei 
primaire Alkoholgruppen enthalt. Beim Ubergang der Cholsiure 
in die Dehydrocholséure wiirden demnach eine Ketongruppe 
und zwei Aldehydgruppen gebildet werden. Die Keton- resp. 
Aldehydnatur dieser Gruppen ist freilich bis auf heute noch 
nicht bewiesen. Die Entstehung der Bilianséure, die nach- 
gewiesenermafien 3 Carboxylgruppen und 2 Ketongruppen ent- 
halt, wiirde weiter so zu denken sein, daf die beiden Aldehyd- 
gruppen der Dehydrocholséure zu Carboxylgruppen oxydiert 
werden und da$ eine zweite Ketongruppe neu gebildet wird. 
Die Bildung dieser neuen Ketongruppe soll in der Weise ge- 
schehen, da an einem doppelt gebundenen Kohlenstoffatom ein 
Wasserstoffatom zur Hydroxylgruppe oxydiert wird und alsbald 


') Ber., Bd. 20, S. 1985 und 1986; vgl. auch Letsche, Diese 
Zeitschrift, Bd. 61, S. 216, und Pregl, Diese Zeitschrift, Bd. 65, S. 169. 








72 Martin Schenck. 


eine Umlagerung der Enolform in die Ketoform stattfindet. Wir 
hatten somit die durch das folgende Schema dargestellten 
Ubergiinge. 





— COOH (— COOH — COOH 
HC. —CH,OH HC. —CHO OG. — COOH 
CisHes CH OH > | 7 Cy sHeg CHO —a> | Ca: COOH 
HCZ — CH, HC sas H,C” “5 
> CHOH >CO >Cco 








Cholsiure, C,,H,,O;. Dehydrocholsdure, C,,H,,0,. Biliansdure, C,,H,,0,. 


Es miifite somit in der Cholsdéure eine Doppelbindung an- 
genommen werden, die sich aber bekanntlich mit den gewoéhn- 
lichen Mitteln bisher nicht hat nachweisen lassen. Nun glaubt 
Langheld!) eine versteckte Doppelbindung in der Cholséure 
nachgewiesen zu haben, da es ihm gelang, ein Cholsiureozonid 
zu gewinnen. Demgegentiber haben aber Wieland und Weil?) 
meines Erachtens mit Recht darauf hingewiesen, dafi bei der 
Ozonidbildung aus Cholséure kompliziertere Vorgiange im Spiele 
sein kénnten, da ja auch das der Cholsiure offenbar nahe- 
stehende Cholesterin, in welchem nach allgemeiner Annahme 
nur eine Doppelbindung vorhanden ist, mehr Ozon anlagert, 
als von der Theorie gefordert wird. Auch konnten Wieland 
und Weil die Cholséiure selbst — mit Palladiumschwarz und 
Wasserstoff — nicht reduzieren, wahrend sich eine Hydrierung 
mit den genannten Reagenzien bei der durch Vakuumdestillation 
aus Cholsiiure gewonnenen, dreifach ungesattigten Séure glatt 
ausftihren lief. Das Vorhandensein einer Doppelbindung in der 
Cholsiiure ist daher einigermaBen unwahrscheinlich, jedenfalls 
noch nicht streng bewiesen. 

Gegeniiber der eben geschilderten Ansicht tiber die Ent- 
stehung der Bilianséure aus Cholsiure mdédchte ich auf die 
Moglichkeit einer anderen Bildungsweise der Biliansaure hin- 
weisen. Angenommen, die Cholsiure enthielte aufer der Carb- 
oxylgruppe drei sekundare, an der Bildung von Ringen beteiligte 
Alkoholgruppen, so wiirden aus diesen Alkoholgruppen beim 
Ubergang der Cholsiiure in Dehydrocholsiure drei Ketongruppen 
hervorgehen. Bei der weiteren Oxydation der Dehydrocholsaure 


') Ber., Bd. 41, S. 1024. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 80, S. 289. 
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zu Bilianséure wiirde dann an einer der Ketongruppen eine 
oxydative Ringsprengung statthaben (entsprechend dem Uber- 
gang etwa von Campher in Camphersiure). Wir hiitten dann 
das Schema: 


HO-HC — COOH OC —COOH H0.0C — COOH 
| SCigHs,, >CHOH > _ | >C,H,,,>CO —> DE yoHs1, > CO 
H,C |S CHOH  H,€C >CO HO.OC \S CO 


Cholsiure, C,,H,,O,. Dehydrocholsaure, C,,H,,O,.Biliansaure, C,,H,,0,. 
Von den drei Ketongruppen der Dehydrocholsiaure miifte 
nach der eben skizzierten Vorstellung eine reaktionsfiihiger 
sein als die beiden anderen. Damit steht in Einklang, daB bei 
der Reduktion der Dehydrocholsdure, wie ich friiher gezeigt 
habe (diese Zeitschr., Bd. 63, S. 308; vgl. auch ibid. Bd. 69, 
S. 383), nur eine Carbonylgruppe in Reaktion tritt. Ferner 
ware vielleicht hier anzufiihren, dafi nach Mylius!) die De- 
hydrocholséure nur mit 2 Molektilen Phenylmerkaptan reagiert, 
daB bei der Bildung des Reaktionsproduktes also nur eine Carb- 
onylgruppe der Dehydrocholséure beteiligt ist. 

Das fiir die Untersuchung bendétigte Ausgangsmaterial war, 
bis zu einem gewissen Grade vorgereinigt, in gréBerer Menge 
von der Firma E. Merck-Darmstadt bezogen worden. Zur Be- 
schaffung des Materials wurde mir eine Geldbeihilfe aus der 
Grafin Louise Bose-Stiftung, deren Verwaltung ich hierfiir zu 
Danke verpflichtet bin, bewilligt. 





1) Ber., Bd. 20, S. 1980. 








Untersuchungen diber den Gehalt der Blutplasmaproteine 
an basischen Bestandteilen. ‘) 


Von 


Karl Lock und Karl Thomas. 





(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tiibingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21. Juli 1913.) 


Zu den wichtigsten tierischen Eiweifstoffen, deren Hexon- 
basen noch nicht bestimmt worden sind, gehdren die Blut- 
plasmaproteine, Serumalbumin und Fibrinogen (Fibrin). Fir 
den dritten Plasmaeiweifbstoff, das Serumglobulin, liegen An- 
gaben vor und zwar aus dem Laboratorium von Skraup; 
doch stimmen die erhaltenen Werte nur fir eine der Basen 
iiberein, fiir die beiden anderen weichen sie sehr voneinander 
ab. Fiir 100g getrocknetes Globulin fand Lampel?) 3,4 g 
Histidin, 2,9 g Arginin, 4,2 g Lysin, waihrend Lampel und 
Skraup’) fiir die gleiche Menge Globulin 1,7 g Histidin, 3,7 g 
Arginin, 4,3 g Lysin erhielten.4) Zudem findet sich in keiner 
der beiden Arbeiten eine Bemerkung dariiber, wie das Glo- 
bulin gewonnen worden ist, so daB man sich kein Urteil tiber 
die Reinheit des Materials bilden kann, besonders auch dariiber 


') Ausfiihrliche Darstellung mit genauer Angabe der einzelnen 
Untersuchungsergebnisse, s. Karl Lock, Diss. rer. nat., Tiibingen 1913. 

*) Monatsh. f. Chemie, Bd. 28, S. 625 (1907). 

5) Monatsh. f. Chemie, Bd. 30, S. 363 (1909). 

*) Lampel und Skraup geben an, dafi mehrere Bestimmungen 
iibereinstimmende Resultate ergeben hitten, doch teilen sie nur die 
Resultate einer Analyse mit. 
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nicht, inwieweit eine Verunreinigung mit Albumin auszu- 
schlieBen ist. 

Im folgenden teilen wir die Ergebnisse unserer Unter- 
suchungen tuber den Gehalt der Bluteiweifstoffe des Pferdes 
an Diaminosduren mit. Die Notwendigkeit, die Bestimmung 
auch auf das Serumglobulin trotz der schon vorliegenden An- 
gaben auszudehnen, geht aus dem eben Gesagten hervor. Es 
kam aber noch ein anderes Moment hinzu, welches uns _ be- 
stimmte, uns auch mit dem Globulin zu beschiaftigen. Die 
Frage nach der Einheitlichkeit des Serumglobulins ist immer 
noch eine offene. Die Annahme, da es sich um ein Gemenge 
handelt, griindet sich darauf, daB es durch Fiillung mit Salzen 
in einzelne Teile zerlegt werden kann und daf diese wieder 
zum Teil in Wasser léslich, zum Teil in Wasser unldslich sind. 
Anderseits aber zeigen die auf Grund verschiedener Fiill- 
barkeit und verschiedener Léslichkeit erhaltenen Fraktionen’ 
dieselbe Zusammensetzung, dasselbe Lichtbrechungsvermégen, 
ungefahr dieselbe Gerinnungstemperatur und dieselbe spezifische 
Drehung. Bei dieser Sachlage schien es angezeigt zu versuchen, 
ob nicht vielleicht eine Hexonbasenbestimmung einen Unter- 
schied offenbare. Wir haben deshalb das von Serumalbumin 
und Fibringlobulin, einem in geringer Menge im Blut vor- 
kommenden Eiweifstoff, getrennte Serumglobulin durch Fallung 
mit Ammonsulfat in 2 Fraktionen geschieden und jede dieser 
beiden der Hexonbasenbestimmung unterworfen. 

Das Serumalbumin wurde im wesentlichen nach den 
Angaben von Giirber,!) Pemsel?) und Moll*) dargestellt 
und solange umkrystallisiert, bis die mikroskopische Unter- 
suchung die Abwesenheit jeglicher amorpher Beimengung er- 
gab und die Abscheidung in Wasser vollig léslich war. 

Zur Darstellung des Serumglobulins wurde das Pferde- 
blutserum zuerst durch 28°/oige Sattigung mit Ammonsulfat 





1) Sitzungsber. der phys.-med. Ges. zu Wiirzburg, 1894, S. 143. — 
Michel, Verh. der phys.-med. Ges. zu Wiirzburg, N. F., Bd. 29, S. 117 
(1895). 

*) Bei Krieger, Diss. Strahburg 1899. 

’) Beitr. zur chem. Physiol. u. Pathol., Bd. 4, S. 567 (1904). 
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gereinigt und darauf durch 34°/oige und 40°/oige Sattigung 
fraktioniert gefallt. Die erhaltenen Niederschlige wurden so- 
lange umgefillt, bis sie frei von Eiweifi waren, das schon 
durch eine geringere oder noch nicht durch die benutzte Am- 
monsulfatsittigung niederzuschlagen war. Die so erhaltene 
Fraktion Il war jedenfalls frei von Albumin, ob auch die Frak- 
tion [ von Fibringlobulin, muf dahingestellt bleiben; doch ist 
dieser EiweifkOrper von vornherein in nur geringer Menge im 
Blutserum vorhanden. 

Das Fibrinogen kam als Fibrin zur Untersuchung, das 
durch Schlagen des Pferdeblutes gewonnen und mit Wasser 
bis zur Farblosigkeit behandelt worden war. 

Kei der Hexonbasenbestimmung benutzten wir die von 
Kossel') und von Steudel?) angegebenen Abinderungen der 
urspriinglichen Methode von Kossel und Kutscher*) und 
lehnten uns im einzelnen an die von Weif*) und von Steudel?) 
gegebenen Vorschriften an. Wir fiihren nur die Punkte an, 
in denen wir von den Vorschriften abweichen. 

Zur Ermittlung des vorhandenen Ammoniaks wurde 1/10 
der Lisung mit Baryt neutralisiert, Baryumcarbonat im Uber- 
schuf} zugefiigt und der Wasserdampfdestillation unterworfen. 
Bei der ‘Titration des Destillats diente Methylorange als 
Indikator. 

Bei der Trennung des Histidins vom Arginin durch frak- 
tionierte Fiillung mit Silber und Baryt wurde das vermeintlich 
histidinfreie Filtrat mit dem Waschwasser nicht vereinigt, 
sondern beide fiir sich mittels der Paulyschen Diazoreaktion 
auf Histidin gepriift. Bei der auBerordentlich grofen Empfind- 
lichkeit der Reaktion wurde ein schwacher Ausfall nicht be- 
riicksichtigt, da eine Wiederholung der Fallung in solchem 
Kalle ergebnislos verlauft. Trat aber die Reaktion kriftig 


') Diese Zeitschrift, Bd. 49, S. 318 (1906). 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 37, S. 219 (1902/3); Bd. 44, S. 157 (1905). 

5) Diese Zeitschrift, Bd. 31, S. 165 (1900). 

‘) Diese Zeitschrift, Bd. 52, S. 107 (1907); Bd. 68, S. 165 (1910). 

*) Biochem. Arbeitsmethoden, herausgegeben von Abderhalden, 
Bd. 2, S. 498 (1910). 
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auf, so wurde die Flissigkeit entweder bei niedriger Tempe- 
ratur und unter Abhalten des Lichtes im Exsikkator eingeengt 
und etwa auftretende Abscheidungen dem Histidinniederschlag 
zugefiigt, oder aber sie wurde zunichst weiter verarbeitet bis 
zur Argininstickstoffbestimmung und wieder dem Verfahren 
zur Trennung von Histidin und Arginin unterworfen. 

Bei der Fillung von Histidin und Arginin mit Pikrolon- 
sdure schied sich aus der Mutterlauge in manchen Fiillen 
nach dem Eindampfen noch etwas Pikrolonat ab, es wurde 
ebenfalls abfiltriert, getrocknet und gewogen. Das _ Filtrat 
wurde bei schwefelsaurer Reaktion durch Ather von der 
Pikrolonsdure, durch Baryt von der Schwetelsiiure, durch 
Kohlensiure vom tiberschiissigen Baryt befreit, und nach dem 
Eindampfen nochmals mit Pikrolonsaure gefallt. Das Verfahren 
wurde so oft wiederholt, als noch aufarbeitungsfiihige Mengen 
Stickstoff gel6st waren. 

Bei der Fiillung des kohlensauren Lysins mit alkoholischer 
Pikrinséiure erscheint eine Kontrolle durch die Lackmustipfel- 
probe zweckmiifiiger als das vorgeschriebene Verfahren, nach 
dem man, um einen Uberschuf von Pikrinsiure zu vermeiden, 
die Pikrinsiureldsung nach und nach in kleinsten Mengen 
solange zusetzen soll, als die Bildung eines Niederschlags zu 
beobachten ist. Die Mutterlauge wurde nach Vorschrift noch- 
mals mit Phosphorwolframsiure gefiillt, es entstand dabei 
zwar noch ein kleiner Niederschlag, aus dem aber in keinem 
Falle noch Lysinpikrat gewonnen werden konnte. 

Histidin und Arginin gelangten als Pikrolonat, Lysin als 
Pikrat zur Wigung. Identifiziert wurde das Histidin als Dichlorid, 
das Arginin als Kupfernitrat, das Lysin als Chlorid. 

Die folgende Tabelle enthilt die Resultate und zwar sind 
sowohl die aus den Ergebnissen der Wiigung als auch die aus 
den nach Kjeldahl ermittelten Stickstoffwerten berechneten 
Mengen eingetragen, ferner die Ammoniakmengen. 

Die durch die verschiedenen Kjeldah|bestimmungen ver- 
brauchten Anteile der Ausgangssubstanz haben wir bei der 
Berechnung in Betracht gezogen. 
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Von 100 g N sind enthalten als 100 g trockenes aschefreies Eiweifi enthalten 








durch | Histidin-N- Arginin-N | Lysin-N ern Arginin Lysin 
Am- | Baryt bestimmt | bestimmt | bestimmt | bestimmt bestimmt bestimmt 
and durch | durch durch durch durch durch 
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Sideaiiencasisilll — | 20,99 | 5,32 3,61 8,97 8,54 12,64 9,12 3.24, 
\B) 5,18*) 20,30 | 6,11 | 4,42) 9,26 8 
Mittelwert . . . .| 5,18 | 20,645! 5,71/ 4,01] 9,11 | 8,65 12,88/ 9,48 348 2.44 70,12 4,67 | 4.43 94,86 11,08 8.15 | 73,56 
Ssieastatiitin (A 5,60 | 15,39 | 2,58 | 1,44) 9,48 | 7,69 8,20 5,66] 1,45 | 0,81 55,85 4,51 | 3,65 | 80, 93 6,55 | 4,51 | 68,86 
\B} 648 /1510}; — | — | — | — | 8,72/5,82] — | —| — | — | —| — | 6,95] 464| 66,78 
fA 4,98 16,06 | 3,11}2,29 8.43 7,13! 7,74/ 5,62] 1,81 1,33) 73,48 4,13 | 3,50! 84,75) 6,36 | 4,62 | 72,64 
\B 6,13 | 14,86 | 2,87] 2,11. 8,18 | 6,81. 8,61 | 6,13] 1,67 1,23 | 73,65 4,01 | 3,34 83,29, 7,08 | 5,04 | 71,19 
Mittel-fGlobulin | 601 15,24 | 2,58/1,44 948 7,69 8,46 5,74] 1,45 0,81 | 55,85, 4,51 | 8,65 | 80,93 6,75 4,57 | 67 
wert we vbating 5,55 15,46 | 2,99) 2,20) 8,30 6,97) 8,17) 5,87] 1,74 1,2 28. 73,56 4,07 | 3,42 84.03 6,72 | 4,83 71,87 
| | 


2,20 | 67,90 4,60 | 4,38 | 95,22 10,88 | 7,84 | 72,06 


6 13,13 | 9,84] 3,72 | 2,69 | 72,31) 4,75 | 4,49 | 94,5 58 11,29 8.47 | 75,02 











Serumglobulin II 
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A) 6,80 | 18,93 | 3,98|3,17 10,52. 8,98 9,86 | 6,36] 2,38 | 1,90 | 79,83. pe ate 85 Ad 8,32 5,37 | 64,53 
Fibrin B 6,72 | 21,77 | 5,36) — |11,43 | 9,36 | 7,97 | 5,92] 3,20) — | — | 5,754 1 81, 90, 6,73 | 4,99 | 74,14 
lc — (20,75 | 4971369} — | — | 8471613] 2.97) 2,20] 74.07) — re | | 7,15 | 5,17 | 72,31 
Mittelwert . . . . | 6.76 20,48 4,77 3,43 10,97 9,17 8,77 6.14] 2.85 2,05 | 71,93 552/461 83,51 7,40! 5,18 70,00 


re ') Diese Zahl ist nicht ganz zuverlissig (vgl. S. 21 der Dissertation), 
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Die in der Literatur verzeichneten Zahlen fiir den Gehalt 
der Eiweifstoffe an Hexonbasen sind zum Teil aus den iso- 
lierten und gewogenen Verbindungen (Histidindichlorid, Histidin- 
pikrolonat, Argininnitrat, -kupfernitrat, -pikrolonat, Lysinpikrat) 
zum Teil nur aus dem Stickstoffgehalt der Losungen, aus denen 
jene gewogenen Salze sich abgeschieden hatten, berechnet. 
Nur in wenigen Fallen sind beide Werte angegeben worden. 
Was die Ubereinstimmung zwischen den gewogenen und den 
aus dem Stickstoff berechneten Werten betrifft, so wird sie 
von Weifi fiir das Histidin (als Pikrolonat gewogen) als zu- 
friedenstellend, fiir das Arginin (ebenfalls als Prikolonat ge- 
wogen) als sehr gut bezeichnet. Fiir das Lysin macht er keine 
Angaben. Nach der allgemeinen Erfahrung, die auch wir be- 
stétigen kinnen, ist sie hier am wenigsten befriedigend. Fiir das 
Arginin (als Nitrat gewogen) haben Kossel und Kutscher'’) 
bei der Isolierung aus dem gespaltenen Histon aus Kabeljau- 
sperma, einem an dieser Base reichen Eiweif, vollige Uber- 
einstimmung gefunden. Mayeda?) konnte bei der Spaltung des 
Amyloids, eines nicht besonders basenreichen Proteins, in 6 Ver- 
suchen von dem Histidin 80, 100, 90, 100, 100 Prozent des 
aus dem Stickstoffgehalt berechneten als Pikronolat zur Wagung 
bringen, von dem Arginin 80, 98, 90, 100, 100 Prozent eben- 
falls als Pikrolonat, von dem Lysin 70, 60, 60, 60, 83 Prozent 
als Pikrat. Osborne?) fand bei der Spaltung pflanzlicher Ei- 
weibstoffe unter Beniitzung eines etwas abgeainderten Trennungs- 
verfahrens‘) vom Histidin durch Wiagung als analysenreines 
Dichlorid 75—80°/o des Kjeldahlwertes, vom Arginin durch 
Wagung als analysenreines Kupfernitrat 85—90°/o. Uber das 
Verhialtnis des als Pikrat gewogenen Lysins zum Stickstoffgehalt 
der Lysinfraktion sagt er nichts. Das Verhiltnis zwischen den von 
uns durch Wiagung und durch Rechnung gefundenen Werten ist 





4) A. a. QO. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 58, S. 483 (1909). 

5) Osborne, Leavenworth und Brautlecht, Americ. Journ. 
of Physiol., Bd. 23, S. 182 und 196 (1908). 

*) Er fallte zundchst nach Kossel und Patten (Diese Zeitschrift, 
Bd. 38, S. 39) den Hauptteil des Histidins mit Quecksilbersulfat aus. 
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nicht so gut wie bei Mayeda, es ist annihernd so wie das 
von Osborne erhaltene. Wir erhielten durch Wagung vom 
Histidin im Mittel (unter Weglassung einer ganz aus der Reihe 
fallenden Zahl) 72,6°/o des Kjeldahlwertes, vom Arginin im 
Mittel 86,6°/o, vom Lysin 70,9°/o, 

Wie eingangs bemerkt, liegen schon einige Hexonbasen- 
bestimmungen von Serumglobulin (aus Pferdeblut) vor. Die 
gefundenen Werte, welche sich ebenfalls auf 100 g trockene 
Substanz beziehen, stelle ich mit den von mir erhaltenen 
Mittelwerten zusammen. 








t) | Lampel und 2 ail 





Lampel 
Skraup*) | 
Histidin (als Dichlorid gewogen) | 3,4 | 1,7 | 1,04 
Arginin ( » Nitrat » ) 290 3,7 | 3,52 
Lysin ( » Pikrat > )| 42 | 4.3 | 47 


Die Zahlen von Lampel fiir Histidin und Arginin sind 
offenbar nicht richtig. 

Ein Blick auf die grofe Tabelle zeigt, daf die Analysen 
der beiden Globulinfraktionen keine Unterschiede offenbarten, 
also auch zu keiner Beantwortung der Frage nach der Ein- 
heitlichkeit des Globulins gefiihrt haben. Eine solche hatte 
natiirlich nur die Feststellung einer quantitativ verschiedenen 
Beteiligung der Diaminoséiuren an dem Aufbau der beiden 
Fraktionen bringen kénnen. Immerhin hat die Wahrschein- 
lichkeit, daf in dem Globulin ein Gemenge wesentlich ver- 
schieden aufgebauter Eiweifstoffe vorliegt, durch diese Befunde 
weiterhin abgenommen. 

Fir das Fibrin (aus Rinderblut) hat Reinbold*) den 
Ammoniakstickstoff und den Hexonbasenstickstoff bestimmt 
und jenen zu 1,47°/o, diesen zu 3,39°/o gefunden. Die ent- 


) A. a. 0. 

$) A. a. O. 

8) Zentralbl. f. d. ges. Physiol. u. Pathol. des Stoffwechsels, Bd. 10, 
S. 401 (1909). 
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sprechenden von mir erhaltenen Werte sind 1,10°/o und 
3,97 °/o.") 

Fir das krystallisierte Serumalbumin liegen von Haus- 
mann?) und von Giimbel*’) Bestimmungen des Ammoniaks 
und des Hexonbasenstickstoffs vor. Giimbel fand fiir ersteren 
0.95°/o, fiir letzteren 4,86°/o (Mittel aus 5,07°/o und 4,66°/o). 
Unsere entsprechenden Werte sind 0,85°/o und 4,4°/o.4) 


') Durch Addition der fiir Histidin, Arginin und Lysin gewonnenen 
Werte erhalten. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 27, S. 95 (1899); Bd. 29, S. 136 (1900). 

*) Beitrage zur chem. Physiol. u. Pathol., Bd. 5, 5S. 297 (1904). 

*) Siehe Anm. 4, S. 33, unten. 
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Eine Bemerkung zu der Mitteilung von Warburg und Meyerhof 
liber die katalytische Beschleunigung der Sauerstoffaufnahme 
des Lecithins durch Eisensalze. 


Von 
T. Thunberg. 


Aus dem phystologischen Institut der Universitat zu Lund, Schweden.) 


Der Redaktion zugegangen am 1/. Juli 1913.) 


In Band 58, S. 412, dieser Zeitschrift kommt eine vorlaufige Mit- 
tellung von Warburg und Meyerhof vor, welche die Oxydation von 
Lecithin bet Gegenwart von Eisensalz behandell. Die Verfasser teilen 
mit, dafs das als «Lecithin» bezeichnete Substanzgemisch sich bei Zimmer- 
temperatur mit grofher Geschwindigkeit an der Luft oxydiert. wenn man 
seiner wisserigen Suspension etwas Eisensalz zusetzt, und glauben, daf 
diese Tatsache von ihnen entdeckt worden ist. — Ich erlaube muir 
indessen zu bemerken. daf\ ich diese Tatsache schon vor einigen Jahren 
gefunden und bereits einige Mitteilungen dariiber verédffentlicht habe. 
Siehe Thunberg, Uber katalylische Beschleunigung der Sauerstoff- 
aufnahme der Muskelsubstanz, Zentralbl. f. Physiol., Bd. 23, 1909, und 
Thunberg, Untersuchungen tber autoxydable Substanzen und autoxydable 
Systeme von physiologischem Interesse, Erste Mitteilung, Skand. Archiv 
f. Physiol., Bd. 24, 1910: Zweite Mitteilung, ibid. 

Da der Vortrag Warburgs «Uber die Wirkung der Struktur auf 
chemische Vorginge in Zellen» (Jena, Gustav Fischer, 1913) anzuzeigen 
scheint, dafi er auch meine Arbeiten auf diesem Gebiete nicht kennt, 
erlaube ich mir, diese Gelegenheit zu benutzen, um die Aufmerksamkei! 
auf meine Untersuchungen tiber die Beeinflussung der vitalen Oxydations- 
erscheinungen durch vorhergehendes Frieren und durch Zerreiben der 
Zellen zu lenken. Siehe die Festschrift fir Olof Hammarsten (Upsala 
und Wiesbaden, 1906): Thunberg, Mikrorespirometrische Untersuchungen 
liber den Gasaustausch der Muskeln, und Thunberg, Studien tiber die 
Beeintlussung des Gasaustausches des iiberlebenden Froschmuskels durch 
verschiedene Stoffe, Erste Mitteilung, Skand. Archiv, Bd. 22, 1909. Wahr- 
scheinlich bediirfen indessen die Beobachtungen, welche ich in dem 
Kapitel «Uber die Kinwirkung eines vorhergehenden Frierens auf den 
(iasaustausch des herauspriparierten Muskels» in der Hammarstenschen 
Festschrift verOffentlicht habe, einer Korrektion. Die Kohlensiureabgabe 
ist durch eine nicht beriicksichtigte Fehlerquelle etwas zu hoch erhalten 
worden, wie ich durch spétere Versuche gefunden habe. 








Antwort auf vorstehende Bemerkung Thunbergs. 
Von 
Otto Warburg. 


(Der Redaktion zugegangen am 1, August 1913.) 


Zu meinem Bedauern habe ich die Mitteilungen Thunbergs tubes 
die Oxydationskatalyse des Lecithins tibersehen. Schon von andrer Seite 
auf Thunbergs Beobachtungen aufmerksam gemacht, habe ich in eine 
ausftthrlichen, tm Druck befindlichen Arbeit auf Thunberg Bezug ge- 
nommen. In dieser Arbeit wird gezeigt werden, dafi nach volliger Struktur- 
zerstOrung des unbefruchteten Seeigeleis die Oxydationsgeschwindigkei! 
fiir einige Zeit noch gleich der des intakten Eies sein kann und dafs die 
Oxydation in der zerstérten Eisubstanz nichts anderes ist, als Oxydation 
von Lipoiden bei Gegenwart von Fisensalz. Thunbergs Reaktion scheint 
also im Mechanisimus der Sauerstoffatmung eine grofve Rolle zu spielen. 

An seine erste berechtigte Reklamation schheft Thunberg eine 
zweite unberechtigte. 

Thunberg lief’ Froschmuskeln gefrieren und fand, dafv die Oxy- 
dationsgeschwindigkeit nach dem Auftauen auf '/;—'/: gesunken was 

Ich lief rote Vogelblutzellen gefriceren und auftauen, bis totale 
Himolyse eingetreten war, und fand, daf§ die Oxydationsgeschwindigkei 
in diesen cytolysierten Formelementen nicht kleiner war, als in den 
intakten Zellen. 

Thunberg zerstérle die Struktur des Froschmuskels durch Zer- 
schneiden mit der Schere oder durch Zerstampfen, fand im ersten Fall 
eine Steigerung, im zweiten eine Verminderung der Oxydationsgeschwindig- 
keit. Die Verminderung der Oxydationsgeschwindigkeil beim Zerstampfen 
war, wenn Erwiairmen durch Kithlen vermieden wurde, im Mittel: 

a) intakt') 34, zerstampft 29, 
b) intakt 44, zerstampft 21 

Die Geschwindigkeit der Kohlenséureproduktion sank beim Zer- 

stampfen weniger ab, als die der Sauerstoffaufnahme. 


') In der betreffenden Tabelle ist nicht die Oxydationsgeschwindig- 
keit des intakten Muskels, sondern die (gesteigerte) Oxydationsgeschwindig 
keit des schwach ladierten Muskels angegeben. Da die Steigerung durch: 

» 


schwaches Liidieren auf 37°» angegeben ist, laft sich jedoch die Oxy- 
dationsgeschwindigkeit des intakten Muskels berechnen 


b* 
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Ich fand, dafs die Oxydationen in roten Blutzellen durch mecha- 
nische Zerreibung, unter Kiihlung, praktisch sistiert werden kénnen, es 
trat eine vollige Hemmung oder ein enormer Abfall der Oxydationsge- 
schwindigkeit ein. Ich fand ferner, geimeinsam mit O. Meyerhof, daf 
die Oxydationsgeschwindigkeit nach Strukturzerstérung des unbefruchteten 
Seeigeleies noch einige Zeit unverindert bleibt, wahrend die Kohlensaure- 
produktion aufhort. 

In allen Punkten also stehen meine Versuchsresultate 
im Gegensatz zu denen Thunbergs; warum, laft sich schwer ent- 
scheiden, bei Thunberg ist ein kontrollierbarer Grad der Struktur- 
zerstorung nicht angegeben, er benutzte andere Versuchsobjekte, keine 
isolierten Zellen, sondern Gewebe (wobei méglicherweise Liasion des Zell- 
yefiiges eine Rolle spielt) usw. 

Ich sehe keinen Anlaf, in einem Vortrag tiber meine Versuchs- 
ergebnisse auf die Frage einzugehen, warum sie von denen Thunbergs 
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Zur Chemie der Bakterien. 
I. Mitteilung. 
Von 
Sakae Tamura (Tokio). 
(Aus dem hygienischen und dem physiologischen Institut der Universitat Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 8, Juli 1913.) 


Die Feststellung der chemischen Zusammensetzung der 
Bakterien ist zunichst vom speziell medizinischen Standpunkt 
wichtig, insofern sie uns eine Aufkliirung bieten kann iiber 
die Beziehungen, in welche diese Organismen zum Leben der 
hdheren organischen Wesen treten, insbesondere iiber die Lebens- 
bedingungen und das Wachstum der Bakterien selbst, tiber 
die Natur der Gifte und der Immunstoffe, die sie erzeugen. 

Anderseits ist die chemische Kenntnis der Bakterien aber 
auch ein wichtiges Kapitel der allgemeinen Physiologie. Eine 
Organismengruppe, welche in ihren physiologischen Funktionen 
von den iibrigen lebenden Wesen so weit abweicht, verdient 
bei den Forschungen iiber das Wesen der Lebenserscheinungen 
ganz besondere Aufmerksamkeit. Sie verspricht neue Gesichts- 
punkte fiir die Auffassung der fundamentalen Lebensprozesse. 

Auch die chemischen Untersuchungsmethoden miissen 
eigene Wege einschlagen, um die Natur der Bakterien zu er- 
grunden. Die Methoden, welche zur Untersuchung anderer orga- 
nischer Gewebe dienen, reichen in diesen Fiillen nicht aus. 

Besonders schwierig ist die Charakterisierung der Protein- 
stoffe, da diese sich den indifferenten Lésungsmitteln gegeniiber 
als widerstandsfihig erweisen. Trotzdem ist es mdglich, auf 
Grund der folgenden Betrachtungen einige wichtige Kenntnisse 
iiber die stickstoffhaltigen Bestandteile der Bakterien zu ge- 
winnen. Die Proteinstoffe miissen als Aggregate derjenigen 


- 
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Atomgruppen bezeichnet werden, welche im Stoffwechsel der 
lebenden Zelle die eigentlich tatigen Einheiten sind: der «Proto- 
plasma-Bausteine». Die Biochemie der Zelle hat in erster Linie 
die Natur und wenn mdglich auch die Mengenverhiltnisse der 
Protoplasma-Bausteine aufzukliiren; erst in zweiter Linie erhebt 
sich dann die Frage nach der Art der gréBeren Komplexe, 
welche aus diesen Bausteinen zusammengefiigt sind, d. h. der 
Proteinstoffe, der Phosphatide usw. Wéahrend die letztere Frage 
im Bereich der Bakterienchemie fiir unsere heutigen Hilfsmittel 
noch wenig zuginglich ist, kann die erste ohne besondere 
Schwierigkeiten in Angriff genommen werden. Es gilt nur, die 
Bakterienmasse durch Hydrolyse zu zerlegen und aus dem 
Reaktionsprodukte die Bausteine zu isolieren. 

Die folgenden Untersuchungen erweisen, dafi auf diese 
Weise charakteristische Eigentiimlichkeiten des Bakterienproto- 
plasmas aufgedeckt werden k6Onnen, welche auch fiir die 
Systematik der Bakterien Beachtung verdienen. 

Eine Voraussetzung fiir derartige Untersuchungen ist die 
Beschaffung des erforderlichen Materials, die eine besondere 
Technik erfordert. Auch wird man vielleicht die Méglichkeit 
zu beriicksichtigen haben, da in einzelnen Fallen die chemische 
Zusammensetzung der Bakterien von der Beschaffenheit der 
Nahrfliissigkeit abhiingig ist. 


Material. 


Fiir die Untersuchungen dienten die beiden folgenden 
Bakterienarten: 

1. Bacillus tuberculosis (Typus humanus).!) 

2. Mykobakterium lacticola perrugosum. 

Die Hauptschwierigkeit, die sich der chemischen Unter- 
suchung des Bakterienkérpers in den Weg stellt, ist die 
Gewinnung ausreichender Mengen. Fiir die Tuberkelbacillen 
ermOglichte es die fiir die Herstellung des Tuberkulins von 


‘) Die Literatur tiber die chemische Zusammensetzung der Tuberkel- 
bazillen siehe bei H. Kossel im Handbuch der pathogenen Mikro- 
organismen, herausgegeben von W. Kolle und A. von Wassermann, 
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Zur Chemie der Bakterien. I. S/ 


R. Koch angegebene Kultivierung auf Glycerinbouillon, die 
Bakterienmassen ganz rein ohne Beimengung von Nihrboden 
und zwar in groben Mengen zu erhalten. 

Die fiir die Kulturen verwandte Niahrbouillon hatte fol- 
gende Zusammensetzung: Zu jedem Liter natursaurer Rind- 
fleischbriihe (aus 500 g Fleisch) wurde nach dem Kochen und 
Filtrieren 5,0 Kochsalz, 10,0 Pepton Witte, 25,0 Glycerin zu- 
gesetzt. 

Diese Rindfleischbouillon wurde in nicht zu hoher Schicht 
in Erlenmeyersche Kolben gefiillt (etwa 100 cem in 300 ccm 
fassenden Kolben) und mit Tuberkelbacillen des Typus humanus 
geimpft. Die Kultivierung dauerte stets fiinf Wochen. Die Tem- 
peratur der Thermostaten wurde auf 37,5—38° C. erhalten. Die 
Tuberkelbacillen bilden unter diesen Bedingungen eine an Dicke 
mehr und mehr zunehmende Oberfliichenhaut von_ briichiger 
Beschaffenheit, die sich tiber die ganze Oberiliche der Bouillon 
ausdehnt und an der Glaswand hinaufklettert. Mit zunehmender 
Ausdehnung faltet sich die Haut und ihre Oberfliche nimmt ein 
runzeliges Aussehen an. Zur Gewinnung des Materials von 
der Bouillon habe ich die lebenden Bakterien durch Filter- 
papier abfiltriert und mit Wasser griindlich ausgewaschen. 
Hiermit glaube ich verhindert zu haben, dai die wasserlés- 
lichen Bestandteile der Tuberkelbacillen in Losung gehen. Die 
ausgewaschenen Bakterien wurden im Trockenschrank unter 
allmihlicher Steigerung der Temperatur bis auf 100° C. eine 
Stunde lang erhitzt und darauf bei 37° C. vollig getrocknet. 
Es ergab sich dabei eine gelblich braune spréde Masse, welche 
sich leicht pulverisieren lieB. Die getrockneten Bakterien haben 
noch den typischen aromatischen Geruch der frischen Tuber- 
kelbacillenkultur und lassen sich in geschlossenen Gefifen be- 
liebig lange aufbewahren, ohne ranzigen Geruch anzunehmen. 

Fiir Mykobakt. lacticola habe ich die gleiche Nihr- 
bouillon angewandt, die aber Glycerin nur zu 1,5°/o enthielt. 
Die Kultivierung dauerte fiinf Tage bei der Temperatur 
von 36° C. Das Wachstum war sehr tippig und ahnlich dem 
der Tuberkelbacillen nach fiinf Wochen langer Kultivierung 
bei 38° C. Sie bilden runzlige Hiiutchen von weniger briichiger 
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Beschaffenheit, die an der Glaswand hinaufklettern. Nach der 
Filtration und Waschung habe ich die Bakterien direkt bei 
37° C. trocknen gelassen, ohne Erhitzung auf 100° C. 

Mit den oben angegebenen Methoden habe ich ca. 200 g 
Tuberkelbacillen und einige hundert Gramm Mykobakt. lact. 
in getrocknetem Zustand erhalten. 


Lipoide Stoffe. 


Schon iiltere Autoren haben den auffallend hohen Gehalt 
der Tuberkelbacillen an lipoiden Stoffen erkannt. Hammer- 
schlag(!) gab, offenbar gestiitzt auf den Phosphorgehalt des 
Atherextrakts, die Gegenwart von Lecithin an. Dieser Phosphor- 
gehalt wurde dann spiiter von Anderen, z. B. von Schweinitz 
und Dorset,(?) bestiétigt. Einige Forscher schlossen aus ihren 
Untersuchungen auf die Gegenwart eines Esters, der aus einer 
hOheren Fettséure und einem Alkohol zusammengesetzt ist und 
als eine «wachsartige» Substanz bezeichnet worden ist (Aron- 
son,(*) Bulloch und Macleod).(‘) Es ist aber aus den bis- 
herigen Angaben nicht ersichtlich, ob nicht neben den Estern 
auch hdhere Alkohole in freiem, nicht verestertem Zustande 
vorkommen. Aus meinen Untersuchungen ergibt sich auferdem 
mit Wahrscheinlichkeit das Vorhandensein eines oder vielleicht 
auch mehrerer Kohlenwasserstoffe, deren Untersuchung noch 
nicht beendet ist. 

Der héhere Alkohol, welcher in freiem Zustand oder in 
esterartiger Bindung vorhanden ist, ist bisher nicht naher 
charakterisiert worden; auch die naheliegende Frage nach dem 
Vorkommen des Cholesterins ist nicht von allen Autoren in 
gleichem Sinne beantwortet worden. Einige Forscher, wie 
Hammerschlag, haben die Gegenwart dieses K6rpers ganz 
geleugnet. 

Die Untersuchung der lipoiden Stoffe wurde zunéchst am 
Mykobakterium lacticola in folgender Weise vorgenommen: 

100 g der im Vakuum tiber Schwefelsiure getrockneten 
Bakterien wurden zuerst mit Ather («I») und sodann mit 
Alkohol («II») in der Warme extrahiert. 
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Das atherische Extrakt <I» wurde bei niederer Temperatur 
auf ein kleines Volumen eingedampft, filtriert und das Filtrat 
unter Umschiitteln mit Aceton gefallt. Der Niederschlag «la» 
bildete eine gelblichweife, zusammengeballte Masse, welche 
phosphorfrei war. Zur weiteren Reinigung wurde der Nieder- 
schlag in Ather gelist und mit Alkohol gefillt. Es entstand 
ein weiber, pulveriger Niederschlag, welcher sich bei Farbungs- 
versuchen (siehe unten) als séurefest erwies und einen Schmelz- 
punkt von 66—68° zeigte. Die weitere Untersuchung dieses 
Niederschlags siehe S. 98. 

Das Alkoholextrakt «II» der mit Ather erschipften Bak- 
terien diente zur Darstellung der Phosphatide. 


Die Phosphatide der Bakterien. 


Das Alkoholextrakt «II» aus den Kulturen von Myko- 
bakterium lacticola wurde bei niederer ‘Temperatur im Vakuum 
eingedunstet und die konzentrierte Lisung mit Ather versetzt. 
Es entstand ein Niederschlag, welcher abfiltriert wurde. Die 
itherische Lésung wurde stark konzentriert und mit Aceton, 
solange Fallung eintrat, versetzt. Die Acetonfillung wurde 
wieder in Ather gelést, der Ather aufs neue mit Aceton 
niedergeschlagen und diese Operation 2—35 mal wiederholt, 
bis sich der Acetonriickstand klar und vollstiindig in Ather 
loste. Die klare Atherlésung wurde stark konzentriert und mit 
Alkohol versetzt. Die in Ather und Alkohol lésliche Fraktion 
wurde nach vorheriger Konzentration wieder mit Aceton ge- 
fallt. SchlieBlich blieb eine gelbbraune, klebrige Masse zuriick, 
die in Alkohol und Ather vollstindig léslich und durch Aceton 
faillbar war. Die in dieser Weise von Fett befreite Substanz ent- 
hielt die Hauptmenge der Phosphatide. Sie wog getrocknet 0,515 g 
und reduzierte Kupferlésung bei alkalischer Reaktion nicht. 

Es ist beachtenswert, daf diese Phospatide atherldslich 
sind und trotzdem nicht in das erste Atherextrakt tibergehen. 
Sie miissen also in den Zellen der Bakterien mit anderen 
K6rpern verbunden vorkommen. Diese Verbindung wird nicht 
durch Ather, wohl aber durch Alkoholbehandlung gelést. Ein 
solches Verhalten wurde von Hoppe-Seyler(®) zuerst beim 
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Lecithin des Eidotters bemerkt und von E. Schulze(®) zur Dar- 
stellung des Lecithins aus Pflanzensamen benutzt. Spiter 
machte Erlandsen(*) dieselbe Beobachtung bei dem Diamino- 


phosphatid aus Muskelsubstanz. 
Die Analyse des Bakterienphosphatides fihrte zu folgenden 
Ergebnissen. 
1. 0.1240 g Substanz, nach Neumann auf Phosphor untersucht, 
verbrauchen 6,3 ccm 2/2-Natronlauge, d. i. 2,80°/o P. 
2. 0,2422 g Substanz, nach Kjeldahl auf Stickstoff untersucht, 
verbrauchen 4,5 ccm "/10-Schwefelsdure, d. i. 2,62°/o N. 


3, 0,2263 g aus anderem Material dargestellte Substanz erforderten 


nach Neumann 11,5 ccm /2-Natronlauge, d. i. 2,81°/o P. 

In gleicher Weise wurden auch die Kulturen der Tuberkel- 
bacillen verarbeitet. Das primiire Atherextrakt I, welches einen 
eigentiimlichen aromatischen Geruch besaB und tiefrot gefirbt 
war, wurde nach dem Eindampfen mit Aceton gefillt. Nach 
wiederholtem Lésen in Ather und Fiillung mit Aceton wurde 
ebenso wie bei Mykobakterium lacticola die Abwesenheit von 
Phosphatiden in dieser Fraktion festgestellt. Wohl aber er- 
hielt ich ein weibes Pulver, welches sich bei den Fiarbungs- 
versuchen als «séurefest» erwies, dessen Schmelzpunkt aber, 
abweichend von dem oben beschriebenen, 46° C. war. 

Das Alkoholextrakt If aus den Tuberkellbacillen, welches 
nach vdélliger Extraktion mit Ather erhalten war, wurde durch 
Vakuumdestillation eingeengt, in Ather gelést und mit Aceton 
gefiillt. Nach mehrfacher Wiederholung dieser Operation erhielt 
ich eine gelbbraune, knetbare Masse, die in Ather und Alkohol 
vollig léslich war und aus einem Phosphatid bestand. 


Die Analysen ergaben folgendes Resultat : 
1. 0,1227 g Substanz, nach Neumann auf Phosphor untersucht, ver- 


brauchen 6,6 ccm /:-Natronlauge, d. i. 2,98°/o P. 
2. 0,2080 g Substanz, nach Kjeldahl verascht, verbrauchen 4,0 ccm 


n/1o-Schwefelséure, d. i. 2,69°%o N. 


Aus Mykobakterium lacticola Aus Tuberkelbacillen 
Darstellung A Darstellung B 

P = 2,60 2,81 2,98 

N = 2,62 — 2,69 


Das Verhiltnis P: N betragt: 
in Mykobakterium lacticola 1: 2,06 
in den Tuberkelbacillen 1 : 1,99. 
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Hiernach kann es keinem Zweifel unterliegen, dai das 
Phosphatid der beiden untersuchten Bakterienarten nicht, wie 
man bisher fiir die Tuberkelbacillen annahm, Lecithin ist, sondern 
daB hier ein Diaminomonophosphatid vorliegt. 

Die Existenz von Korpern, die diesem Typus angehoren, 
wurde zuerst von Thudichum() im Gehirn festgestellt. Spater 
sind die Diaminomonophosphatide auch in anderen tierischen 
Organen gefunden worden, und einige von ihnen, z. B. ein 
Korper aus den Muskeln (Erlandsen,(®)) ein anderer aus Ei- 
gelb (Thierfelder und Stern(!°)) sind auch genauer untersucht 
worden. Meine Untersuchungen beweisen, dal} das Vorkommen 
der Diaminophosphatide nicht auf die hoheren Organismen 
beschrinkt ist. 

Verschiedene Autoren haben die Anwesenheit von Lecithin 
in Bakterienarten behauptet, z. B. Stoklasa(!!) in Azotobact. 
chroc., Kresling(!?) in Tuberkelbacillen, Nishimura(!) in der 
Trockensubstanz des Wasserbacillus. 

Offenbar haben diese Autoren den Nachweis des Lecithins 
auf die Gegenwart atherldslicher Phosphorverbindungen ge- 
grindet. Meine Untersuchungen weisen von neuem darauf hin, 
dafi diese Methode nicht ausreicht, um die Gegenwart des 
Lecithins festzustellen. 


I. Hohere Alkohole als Bestandteile der Bakterien. 


A. Allgemeines. 

Die in dem Vorhergehenden beschriebenen Extraktions- 
mittel geniigen, wie bereits friihere Autoren bemerkten, nicht, 
um alle lipoiden Stoffe aus den Bakterien zu entfernen. Ein 
Teil davon haftet sehr fest an den itibrigen Zellbestandteilen 
und wird vielleicht durch physikalische Strukturverhiiltnisse, 
vielleicht auch durch chemische Bindungen vor der Lésung 
durch Alkohol und Ather geschiitzt. 

R. Koch erleichterte bekanntlich die Einwirkung der 
Losungsmittel auf die Tuberkelbazillen dadurch, dali er die 
Bakterienmasse aufs feinste zerrieb. 

Ich habe ein anderes Verfahren angewandt, indem ich 
die Zerstérung der Struktur nicht auf mechanischem, sondern 
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auf chemischem Wege bewirkte. Es zeigte sich, daf durch diese 
Behandlung ein gewisser Anteil der Lipoide fiir die Alkohol- 
und Atherextraktion zugiinglich gemacht wird. 

Diejenige Lipoidsubstanz, welche erst nach der _ voll- 
standigen Hydrolyse der Bakteriensubstanz durch Alkohol und 
Ather extrahierbar ist, diente zur Gewinnung eines héheren 
Alkohols, welcher die Eigenschaft der «Sdéurefestigkeit», wie 
unten gezeigt werden soll, in ausgesprochenem Mabe besitzt. 

Das Verfahren gestaltete sich folgendermafien: Etwa 100 g 
der getrockneten Bakterienmasse von Mykobakterium lacticola 
wurden mit Alkohol und Ather erschépft und der unldsliche 
tiickstand mit einer Mischung von 2 Teilen konzentrierter 
Schwefelséiure und 1 Teil Wasser bei Zimmertemperatur im 
Morser gut zerrieben. Die Struktur der Bakterien wird auf 
diese Weise zerstort, und es ensteht eine dick sirupdse, braune 
Masse. Diese Fliissigkeit wird in die vielfache Menge Wasser 
hineingegossen, dabei bildet sich ein weifer, flockiger Nieder- 
schlag, welcher die Proteinstoffe der Bakterien vollstandig 
enthiilt. Dieser Niederschlag wird abfiltriert, mit Wasser ge- 
waschen bis zum Verschwinden der sauren Reaktion des Wasch- 
wassers und sodann im Vakuum getrocknet. Die getrocknete 
Masse gibt an Alkohol und Ather eine ziemlich groBe Menge 
lipoider Stoffe ab. Die Menge des auch jetzt in Alkohol und 
Ather unléslichen Riickstandes betrug 41 g. Dieser Riickstand 
zeigte noch die als Saurefestigkeit bekannte Eigentiimlichkeit. 
Wenn man nun diese Masse durch 14stiindiges Erhitzen mit 
25°/oiger Schwefelsiure bis zum Verschwinden der Biuret- 
reaktion kocht, so scheidet sich an der Oberflache der F liissig- 
keit eine d6lige Masse ab, welche in der Kalte erstarrt. Durch 
Filtration wurde diese schwarz gefirbte Abscheidung von der 
Fliissigkeit getrennt und mit Ather extrahiert. Nach dem Ver- 
dunsten des Athers blieb 7,5 g Substanz iibrig, und diese ent- 
hiilt auber dem erwahnten héheren Alkohol Fettséure und einen 
Kohlenwasserstoff. 

In gleicher Weise wurden 70 g getrocknete Tuberkel- 
bacillen verarbeitet. 

Bei der chemischen Untersuchung der Tuberkelbacilien 
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hat man schon friiher das Vorhandensein hoherer Fettsiuren, 
hoherer Alkohole und esterartiger Verbindungen beider fest- 
gestellt. Als Fettsiuren wurden Palmitinsdéure, Arachinséiure 
und Laurinséure von Schweinitz und Dorset(?) angefiihrt. 
Aronson(%) wies darauf hin, daB ein «mit Cholesterin nicht 
identischer hodherer Alkohol» in einer esterartigen Verbindung 
enthalten sein soll. Uber die Natur dieses Alkohols lagen aber 
bisher keine Angaben vor. 


B. Das «Mykol» ein hoherer Alkohol aus Mykobacterium. 
1. Mykol aus Mykobakterium lacticola. 


Das nach der Hydrolyse der Bakterienmasse gewonnene 
Atherextrakt wurde verdunstet, es hinterlie}, wie schon oben 
angegeben (s. S. 92) 7,5 2 Riickstand. Derselbe wurde in 
siedendem Alkohol gelést, die Lésung auf Zimmertemperatur 
abgekiihlt, wobei eine reichliche weifbe Fiillung eintrat. Nach 
mehrmaligem Umkrystallisieren aus heifiem Alkohol wurde ein 
ganz schneeweilies, bei 62° C. schmelzendes Pulver erhalten, 
dem noch eine geringe Menge freier Fettsiiure und Kohlen- 
wasserstoffe beigemischt waren. Um diese letzteren zu _ ent- 
fernen, wurde das Pulver mit einer eben hinreichenden Menge 
von Benzol in der Warme gelist. Beim Erkalten schied sich 
die Substanz als gallertartige Masse aus, welche abfiltriert 
und mit wenig Benzol gewaschen wurde. Nachdem alles an- 
haftende Benzol im Vakuum entfernt war, wiederholte ich das 
Umkrystallisieren aus heifem Alkohol, es schieden sich jetzt 
schneeweiBe, ganz kleine Krystallwarzchen aus, deren Schmelz- 
punkt 66° C. war. 

Diese Substanz hat sich als ein gut charakterisiertes 
chemisches Individuum erwiesen, ich schlage fiir sie den Namen 
«Mykol» vor. 

Freies Mykol. Das Mykol zeigt die charakteristischen 
Eigenschaften der Saurefestigkeit in allerhéchstem Mabe, es 
ist leicht léslich in Chloroform, Xylol, Toluol, Petrolather und 
Ather, etwas schwerer léslich in kaltem Alkohol, Methylalkohol 
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und «Antiformin».!) Stickstoff, Phosphor und Schwefel waren 
nicht darin nachzuweisen und beim Erhitzen auf dem Platin- 
blech verkohlte und verbrannte der K6rper ohne Riickstand. 

Die Analysen gaben folgende Zahlen. 

0,1058 g Substanz gaben 0.3198 g CO, und 0,1252 g H,O 

d. i. C = 82,43°o und H = 13,23). 
0,1692 g Substanz gaben 0,5122 g CO, und 0,2047 g H,O 
d. i. C = 82.56% und H = 13,53%. 

Die aus dem Bromid berechnete Formel (siehe unten) C,,H;,0 
verlangt: C 82,75°%/o und H 13,3%o. 

Kinwirkung des Broms. Zur weiteren Feststellung der 
Formel untersuchte ich die Wirkung von Halogen. Laft man 
zu einer Atherlésung des getrockneten Mykols eine Lésung 
von Brom in Eisessig tropfen, so wird jeder einfallende Tropfen 
rasch entfiirbt und gegen Ende der Reaktion wird ein farb- 
loses fein krystallinisches Bromderivat ausgeschieden, welches 
nach wiederholter Umkrystallisation aus Alkohol den Schmelz- 
punkt 56° C. zeigt. 

Bei der Analyse ergaben sich folgende Werte: 


0.1394 g Substanz gaben 0,0526 g AgBr = 16,06°/o Br 

0.1408 » >» 00,0527 » » = 15,92% » 
0.1230 > > 0,8138 » CO, und 0,1240 g H,0. 

Die Analysen stimmen mit der Formel C,,H,,O0Br tiberein. 

Gefunden: Nach der Formel C,,H,,0Br Nach der Formel C,,H,,OBr 

berechnet : berechnet : 

C = 69,58 °/o 69,74 %/o 69,40 °/o 

H = 11,29°%o 11,02°/o 11,47 °/o 

Br = 15,990 16,01 °/o 15,94 °/o 


Kinwirkung von Jod. In gleicher Weise wie das Brom 
wird auch das Jod vom Mykol aufgenommen. Die Jodzahl 
wurde nach der Methode von Hiib] festgestellt und ergab 29,11, 
wiihrend aus der Formel C,,H,,OJ 30,20 zu berechnen ist. 
Das Chloroform, welches bei der Jodzahlbestimmung angewandt 
war, wurde abgedampft, und zuriickgebliebenes Jodmykol wurde 
aus Alkohol umkrystallisiert. Der Schmelzpunkt war 58° C. 

Die Analyse ergab folgende Zahlen: 


') Antiformin ist eine Mischung von 10°%/oigem Eau de Javelle 
und 5—10°/viger Kalilauge zu gleichen Teilen. 








Zur Chemie der Bakterien. [. Qy 


0,1766 g Substanz gaben 0,1630 g H,O und 04124 g CO, 
d. i. C = 63,68°/o und H = 10,32°%. 

Berechnet fiir C,,H,,0J: G = 63,73°/o und H = 10,07%o. 

Das Mykol gibt keine der Farbenreaktionen des Chole- 
sterins; auffallend ist das Verhalten gegeniiber dem Brom. 
Das Cholesterin nimmt bekanntlich entsprechend der doppelten 
Bindung zwischen zwei Kohlenstoffatomen zwei Bromatome 
auf, das Mykol hingegen liefert bei der Einwirkung des Broms 
ein Substitutionsprodukt mit nur einem Bromatom. Dies letzte 
Verhalten steht aber nicht ohne Analogie da, z. B. hat Lieber- 
mann (15) festgestellt, dab ein aus dee Chinarinde erhaltener 
hdherer Alkohol, das Cholestol, bei der gleichen Behandlung 
ein Substitutionsprodukt mit nur einem Bromatom bildet. Ebenso 
verhilt sich das Lupeol, ein von E. Schulze und Likiernik ('°) 
aus Lupinensamen isolierter Alkohol von der Formel C,,H,,0, 
welches unter der Wirkung des Broms in Chloroformlésung 
ein Produkt von der Zusammensetzung C,,H,,OBr ergibt. 

Verhalten gegen alkoholische Kalilauge. Zar weiteren Fest- 
stellung des Alkoholcharakters dieser Substanz untersuchte ich 
zuerst das Verhalten gegen alkoholische Kalilauge. Es ergab 
sich hieraus, dafi es sich nicht etwa um einen Ester handeln 
kann, denn eine Verseifung trat nicht ein. Die Petrolither- 
losung des Mykols wurde mit Verseifungslauge erwirmt und 
mit normaler Siiure zuriicktitriert. Aber wie lange man sie 
auch erwirmte, so ergab sich doch gar keine Verseifungszahl. 
Nach der Extraktion der mit Kalihydrat gekochten Substanz 
mit Petroliither, Fraktionierung mit Benzol und Krystallisation 
aus Alkohol erhielt ich das Mykol mit den gleichen Eigen- 
schaften und dem gleichen Schmelzpunkt, wenn ich nicht zu 
lange Zeit mit Alkali erhitzt hatte, dabei scheint sich die Sub- 
stanz langsam zu verindern, aber ohne verseift zu werden. 

Einwirkuny von Essigsiureanhydrid. Auch das Ver- 
halten gegeniiber dem Essigséureanhydrid stimmte mit der 
Annahme, dai das Mykol die Eigenschaften eines Alkohols 
besitzt, tiberein. Zur Darstellung des Acetates wurde (),2 g 
der entwiisserten Substanz etwa eine Stunde mit Essigsiiure- 
anhydrid in einem Kolben mit RiickfluBrohr in ganz schwachem 
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Sieden erhalten. Die Substanz mischt sich zunichst nicht mit 
Essigsiiureanhydrid, aber list sich beim Kochen allmiéhlich 
auf und die Lésung erstarrt beim Erkalten. Nachdem alle 
Essigsiure gut entfernt worden war, wurde die acetylierte 
Substanz gewogen. Ihre Gewichtszunahme betrug 0,0228 (be- 
rechnet 0,0285). Bei der Verseifung des Acetates mit alko- 
holischer Kalilauge erhielt ich die Acetylverseifungszahl 75,67. 
Dieselbe ist niedriger, als der Formel C,,H,,O-C,H,O ent- 
spricht (berechnet 121). Die Acetylierung war also vielleicht 
eine unvollstindige. 

Mykolbenzoat. Auch konnte ich Mykol in den Benzoe- 
siiureester tiberfiihren, indem ich dasselbe mit der vierfachen 
Menge Benzoesiiureanhydrid im zugeschmolzenen Rohr langere 
Zeit auf 200° C. erhitzte. Nach dem Erhitzen wurde der 
braungefiirbte Inhalt nach den Angaben von E. Schulze zur 
Kntfernung der tiberschiissigen Benzoesadure bei der analogen 
Darstellung des Cholesterylbenzoats behandelt und aus Alkohol 
umkrystallisiert. Der Schmelzpunkt wurde zu 57° C. bestimmt. 


Bei der Verbrennung gab der Ester folgende Zahlen : 


0.1201 g Substanz gaben 0,3624 g CO, und 0,1232 g H,O 
d. i. C = 82,30% und H = 11,48°%o. 
Berechnet fiir C,,H,,0C,H,O: GC == 82,36%o und H = 11,53°). 
Man erhiilt diese Verbindung auch in glatter Weise, 
wenn man das getrocknete Mykol mit einem UberschuS von 
Benzoylchlorid im Reagenzglas auf ungefahr 160° im Olbad 
erhitzt. Nach der Reaktion, die in wenigen Minuten vollendet 
ist, wiischt man das tiberschiissige Benzoylchlorid mit ver- 
diinntem Alkohol weg und krystallisiert aus dem heifen Alkohol 
um. Aus diesem Losungsmittel scheidet sich das Mykolbenzoat 
als schneeweife Substanz aus. 
Die Analyse gab folgende Zahlen. 
0.1316 g Substanz gaben 0,3995 g CO, und 0,1374 g H,O 
d. h. GC = 82,75°o und H = 11,68. 


Molckulargewichtsbestimmung. Aus dem = oben ange- 
fiihrten Analysenresultat kann man schliefen, daB das Mykol 
ein hochmolekularer Alkohol ist, der die Formel C,,H;,0 hat. 
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Diese Forme! steht auch in einer annihernden Ubereinstimmung 
mit den Ergebnissen der Siedepunktbestimmung. 


0.4382 ¢ Substanz in 25 ccm Benzol ergaben 0,15° AT., deshalb M = 381.1. 
g g 
(Berechnet fiir C,,H,,0 420,4). 


2. Mykol aus Tuberkelbacillen. 


70 g Tuberkelbacillen wurden nach dem oben _ beschrie- 
benen Verfahren behandelt, sie wurden mit Alkohol und Ather 
erschOpft, dann mit der Schwefelsiuremischung zerrieben und 
mit Wasser versetzt. Der entstandene Niederschlag wurde ab- 
filtriert, getrocknet, wieder mit Alkohol und Ather behandelt 
und 28 g davon hydrolysiert. Die unléslichen Lipoide (6,0 g) 
wurden mit Ather extrahiert und dann aus Alkohol umkry- 
stallisiert. Der Schmelzpunkt des schneeweifen Niederschlags 
war am Anfang 46° C., aber er stieg nach mehrmaligem 
Fraktionieren mit Benzol und Umkrystallisation aus heifem 
Alkohol bis auf 66° C. und blieb dann bei weiterer Umkry- 
stallisation konstant. 

Die Analyse ergab folgendes: 

0.1515 g Substanz gaben 0,4581 g CO, und 0,1840 g H,O 

d. i. GC == 82,46°/o und H = 13,58 °/o 

Ein Teil des Kérpers wurde bromiert, der Bromgehalt des 

erhaltenen Produkts ergibt sich aus der folgenden Bestimmung : 
0,1259 g Substanz gaben 0,0479 g BrAg = 16,1990 Br. 

Somit ergibt sich, daft auch die Tuberkelbacillen Mykol 

enthalten. 


Zusammenstellung der analytischen Ergebnisse. 


Mykol aus Mykol aus Berechnet fiir 
Tuberkelbacillen Mykobakt. lacticola C,,H,,0 
G = 82,46 82.43 82,56 82,75 
= 13,58 13,23 13,53 13,3 
Brommykol aus Brommykol aus Berechnet fur 
Tuberkelbacillen © Mykobakt. lacticola C,,H,,BrO 
at = 16,19 16,06 15,92 16,01 
C= : 69,58 69,74 
y = --- 11,29 11,02 
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Jodmykol aus Berechnet fiir 
Mykobakt. lacticola Coit AN 
Jodzahl — 29,11 30,20 
C= — 63,68 63,73 
i = 10,32 10,07 
Mykolbenzoat aus Berechnet fiir 
Mykobakt. lacticola C,,H,;0C,H,0 
C= _— 82,30 82,36 
i ms — 11,48 11,53 


3d. Ester des Mykols. 


Ich habe bereits oben gesagt, dafi aus dem _ primiéren 
Atherextrakt (Extrakt «<I>, S. 88 und 89) eine gewisse Menge 
von siiurefesten Substanzen durch Aceton ausgefallt wurde. 
Eine durch Aceton gefiillte Substanz zeigte den Schmelzpunkt 
46° C. bei Tuberkelbacillen und 66° C. bei Mykobakterium 
lacticola. Diese siurefesten Substanzen aus beiden Bakterien 
sind verseifbar und die Verseifungszahl der Substanz aus Myko- 
bakterium lacticola ist 41,61. 

Auch die Léslichkeit dieser Substanz ist eine andere, als 
die des Mykols, sie ist leichter léslich in kaltem Benzol, relativ 
schwerer lislich in Ather. 

Unterwirft man nun aber diesen Korper der Verseifung 
durch alkoholische Kalilauge und schiittelt die Reaktions- 
fliissigkeit mit Petrolaither aus, so erhalt man aus dem Petrol- 
iither Mykol, welches nach der Reinigung mit Hilfe des oben 
beschriebenen Verfahrens mit Benzol und Umkrystallisieren aus 
Alkohol den Schmelzpunkt 66° C. zeigt. Das Mykol ist also 
mindestens teilweise in einer esterartigen Verbindung vor- 
handen. Auferdem sind aber noch andere Ester vorhanden, die 
ich bisher nicht genauer untersucht habe. 


II. Proteinstoffe. 


Die Eiweibbestandteile der Tuberkelbacillen haben in den 
letzten Jahren dadurch ein erhdhtes Interesse gewonnen, dah 
viele Autoren (Hammerschlag,(!) Weyl,(% Auclair 
und Paris,(5) Ruppel(!*) usw.) gerade in ihnen spezifische 
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antigene Eigenschaften zu entdecken glaubten. Trotzdem ist 
die Natur des Eiweifes der Bakterien noch nicht aufgeklirt. 
Aus den vielen Arbeiten geht hervor, dal} seine Keindarstellung 
nicht gut gelingt wegen des Widerstandes, den die fett- und 
wachsihnlichen Stoffe dem Eindringen eiweiblésender Fliissig- 
keiten entgegensetzen. 

Wie ich mich durch eigenen Versuch tiberzeugte, gelang 
es weder durch Digerieren in der Kiilte mit 1°/oiger H,SO,, 
noch durch verdiinnte Kochsalzldsung und Wasser aus ge- 
trockneten Tuberkelbacillen irgend einen Eiweifk6rper in Losung 
zu bringen. Nur mit Alkali kann man etwas davon extrahieren, 
aber der grofte Teil des Proteins blieb in den Bakterien- 
leibern zuriick. 

Die Untersuchung des Tuberkelbacillus auf eiweibartige 
Stoffe wird wie schon eben erwahnt, sehr erleichtert durch 
die von R. Koch angewandte Methode der mechanischen Zer- 
kleinerung. Nach Ruppel soll man aus den so zertriimmerten 
Bazillen durch Extraktion mit 1 °%/oiger Schwefelsiiure eine 
chemisch charakterisierbare Substanz erhalten, die von ihm 
als «Tuberculosamin» bezeichnet wurde, sie soll nach Ruppel 
phosphorfrei und durch Natriumpikrat in neutraler Losung fiillbar 
sein und sie soll von allen Farbenreaktionen der Proteine nur 
die Biuretreaktion liefern und Eiweifkoérper in alkalischer Losung 
fallen. In bezug auf diese Reaktionen wiirde das Tuberkulo- 
samin den Protaminen iihnlich sein. 


1. Die Protein- und Nuclein-Bausteine der Tuberkel- 
bacillen. 


Ich habe 70 g gut getrocknete Tuberkelbacillen fiir folgende 
Untersuchungen verwandt. Die Bakterienmasse wurde zuniichst 
im Extraktionsapparat wiihrend 24 Stunden mit Ather extrahiert 
und sodann durch Pressen miglichst von Ather befreit. Das 
entfettete trockene, feine Pulver wurde hierauf mit Alkohol 
unter Riickflu{kiihlung auf dem Wasserbad ausgekocht. Der 
iiberstehende tief braunrot gefarbte Alkohol wurde hei} durch 
ein Faltenfilter abgegossen, der Riickstand neuerdings mit Al- 
kohol ausgekocht und abfiltriert. Diese Operationen wurden 
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mehrmals wiederholt, bis der Alkohol nicht mehr gelblich war. 
Die entfettete Bacillusmasse wog 51g. Sie enthielt aber, wie 
aus obiger Darstellung hervorgeht, noch grofBe Mengen von 
Lipoiden. Durch schwache Siiure waren keine Eiweifkorper 
daraus extrahierbar, sondern nur geringe Mengen reduzierender 
Substanzen und anorganischer Salze. 

Die so vorbereitete Masse wurde nun mit der Mischung 
von 2 Teilen konzentrierter Schwefelsiure und einem Teil 
Wasser zerrieben und mit Wasser verdiinnt, bis der H,SO,- 
Gehalt 5°/o betrug. Der bei der Verdiinnung mit Wasser ent- 
standene flockige Niederschlag war amorph. Die Zerstorung 
des Bacillenleibes wurde dadurch in kurzer Zeit so vollstandig 
bewirkt, dafi man unter dem Mikroskop keine unveriinderten 
Bakterien mehr sehen konnte. Die Fltissigkeit («A») wurde von 
diesem Niederschlag («Bb») abfiltriert. Die weitere Verarbeitung 
des Niederschlages B siehe S. 102. 

Das Filtrat A war klar, gelblich und reduzierte Kupfer- 
losung bei alkalischer Reaktion. Es zeigte weder Biuretreaktion 
noch Millonsche Reaktion. Es wurde mit Baryt neutralisiert 
und von dem ausgeschiedenen Baryumsulfatniederschlag abge- 
saugt und stark abgedampft. Diese konzentrierte Losung zeigte 
folgende Reaktion: Natriumpikratl6sung erzeugte bei neutraler 
Reaktion einen flockigen Niederschlag, mit ammoniakalischer 
Silberlésung entstand eine weife Fiillung in ammoniakalischer 
Lisung, mit Silbersulfat eine Fiillung in schwach saurer Losung 
und mit Phosphorwolframsiiure ein reichlicher flockiger Nieder- 
schlag in 5°/oiger H,SO,-Losung. Aber Eiweififarbenreaktionen 
waren nicht nachweisbar. 

Lie} sehon diese oberfliichliche Untersuchung vermuten, 
dal} Nucleinbasen darin enthalten waren, deren Zersetzungs- 
produkte die Hauptbestandteile dieser Extrakte ausmachten. 
so wurde diese Voraussetzung durch die eingehendere Unter- 
suchung vollauf bestatigt. 

Um die reduzierende Substanz abzutrennen, habe ich 
die konzentrierte L6sung mit Phosphorwolframsaure gefallt, nach- 
dem der Schwefelsiiuregehalt auf 5°/o gebracht war. Der Nieder- 
schlag wurde abfiltriert und mit 5°/oiger H,SO, ausgewaschen, 
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dann mit tiberschiissigem Baryt zersetzt und filtriert. Das 
Filtrat wurde nach Entfernung des tiberschtissigen Baryts durch 
CO, abgedampft und mit Schwefelsiure nochmals schwach an- 
gesiiuert. Zu dieser sauren Fliissigkeit wurde Silbersulfatl6sung 
vorsichtig hinzugefiigt, bis eine Probe mit Barytwasser eine braune 
Fallung von Silberoxyd gab. Dieser Niederschlag der Silberver- 
bindung wurde abfiltriert, ausgewaschen, mit verdiinnter Schwefel- 
siure aufgeschlimmt und mit Schwefelwasserstoff zersetzt. 
Das Fiitrat von Silbersulfid nebst Waschwasser wurde durch 
Aufkochen von H,S befreit und mit Baryt bis zur alkalischen 
Reaktion versetzt. Das Filtrat von Baryumsulfat wurde durch 
Einleiten der Kohlensiiure von tiberschtissigem Baryt befreit, 
filtriert und eingeengt. 

Diese neutrale, klare, farblose Fliissigkeit zeigt weder 
Guanin- noch Xanthinreaktionen, auch konnte durch Ammo- 
niak keine Ausscheidung von Guanin erhalten werden. Aut 
Zusatz von Natriumpikrat lieferte die Lésung eine reichliche 
Ausscheidung von feinen nadelfOrmigen Krystallen, welche mit 
Hilfe einer Saugvorrichtung abfiltriert wurden. Der Schmelz- 
punkt dieses Pikrats liegt bei 281° C. 

Das Pikrat wurde in schwacher Salpetersiiure suspendiert, 
durch Ausschiitteln mit Ather von der Pikrinsiiure befreit und 
die Basen mit ammoniakalischer Silberldsung gefillt. Der gut 
ausgewaschene Niederschlag diente zur Bestimmung des Stick- 
stoffs nach Kjeldahl. 

0,1509 g Substanz entsprach 31,2 cem ®/10-H,SO, = 
28,97 %/o N. 

Berechnet fiir C,H,AgN, = 28,45°/o N. 

Die Base ist somit Adenin. 

Die vom Adeninpikrat abfiltrierte Fliissigkeit scheidet nach 
einigem Stehen einen flockigen Niederschlag aus, der seiner Kry- 
stallform nach dem Hypoxanthinpikrat entspricht. Die Menge war 
aber fiir eine sichere Feststellung nicht ausreichend. 

Das Vorkommen des Nucleins ist fiir die verschiedenen 
Bakterien von vielen Autoren (Galeotti,(?°) Levene,(?!) 
Nishimura,(!*) Velde,(*4) Aronson,(*) usw.) festgestellt 
worden, und aus dem Tuberkelbacillus hat Ruppel eine Nuclein- 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXVII. 8 








102 Sakae Tamura, 


siure dargestellt, die einen hohen Phosphorgehalt besaB und 
imstande war, genuines Eiweif zu fallen. Diese wurde von 
ihm «Tuberkulinséure» genannt. Auch hat Bendix(??) durch 
kurzes Ausziehen mit verdiinnter Natronlauge und Fallung mit 
Essigsiure aus Tuberkelbacillen ein Nucleinproteid dargestellt, 
welches stark phosphorhaltig war und starke Pentosereaktion gab. 

Es ist anzunehmen, dafh das von mir erhaltene Adenin 
und Hypoxanthin aus einer Nucleinsubstanz dieser Art hervor- 
gegangen ist. 

Jedoch habe ich mich vergebens bemiiht, das von Ruppel 
angegebene «Tuberculosamin» aus den zertriimmerten Tuberkel- 
bacillen durch verdiinnte Schwefelsaure zu extrahieren. Wenn 
ich die Siituremischung (2 Teile H,SO, und 1 Teil H,O) auf die 
entfetteten Bacillenleiber tiber eine Stunde wirken lieb, sodaB die 
gebildete breiige L6sung stark dunkelbraun gefarbt wurde, so 
erhielt ich nach dem Abfiltrieren des mit Wasser gefallten 
flockigen Niederschlages ein Filtrat, welches die Biuretreaktion 
zeigte. Man darf wohl annehmen, dai in diesem Falle durch 
die lange Wirkung der Siuremischung eine Umwandlung bezw. 
eine partielle Hydrolyse des Bakterieneiweibes zu léslichem 
KiweiS erfolgt. Niemals aber bin ich auf einen proteinartigen 
Korper gestohen, der mit den aus Fischsperma gewonnenen 
Protaminen einige Ahnlichkeit gezeigt hiitte. 

Der durch Wasser gefillte Niederschlag «B» (S. 100) wurde 
nochmals einer griindlichen Extraktion mit Alkohol und Ather 
unterworfen,und im Exsikkator getrocknet. Die aus 70g Tuberkel- 
bacillen erhaltene Menge betrug 29,2 g. Diese Masse bestand im 
wesentlichen aus Eiweif, sie enthielt keine Kupfer reduzie- 
renden Bestandteile und zeigte fast alle bekannten Eiweif- 
reaktionen (Biuretreaktion, Xanthoproteinreaktion, Millonsche 
Reaktion, Tryptophanreaktion), nur die Schwefelbleireaktion 
war negativ. Sie enthielt 9,2 °/o Stickstoff und 0,70°/o Phosphor 
und war unldslich in schwacher Saure, verd. Kochsalzlosung 
und Wasser, léslich in Alkalien und konzentrierter Schwefelsaure. 

Um einen Uberblick iiber die Bausteine des EiweiBes 
zu gewinnen, fiihrte ich die Hydrolyse dieser Tuberkelbacillen- 
proteine aus. Ich erhitzte 28g Substanz mit 25°/oiger Schwefel- 
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siure am Riickflubkihler 14 Stunden lang. Die Biuretreaktion war 
jetzt verschwunden. Nach dem Erkalten wurde das gebildete 
Melanin und die ungeldsten Lipoide, die zusammen 6,0 g be- 
trugen, abfiltriert und mit Wasser ausgewaschen. 

Filtrat und Waschwasser wurden vereinigt und nach dem 
Verfahren von A. Kossel und F, Kutscher(?’) unter An- 
wendung der im hiesigen physiologischen Institut gebriéuch- 
lichen Modifikationen (cf. WeiB (?4)) verarbeitet. Die Schwefel- 
siure wurde gleichzeitig mit dem bei der Zersetzung gebil- 
deten Huminstoff durch Baryt entfernt. Auch wurde eine 
Ammoniakbestimmung ausgefiihrt. Alle Zahlen sind aus den 
Tabellen I und II zu ersehen. . 

Die hellgelbe von Huminstoff und Ammoniak befreite 
Fliissigkeit wurde bei Gegenwart von Schwefelséiure mit Phos- 
phorwolframsaure gefallt. Nach 24 Stunden wurde der aus- 
geschiedene Niederschlag abfiltriert und gut mit 5°/oiger H,SO, 
gewaschen. Das farblose Filtrat und Waschwasser ist als « Mono- 
aminoséurefraktion » bezeichnet, der gelbliche Niederschlag 
als «Diaminosiiurefraktion». 

Diaminosdiurefraktion: Der mittels Phosphorwolframsiiure 
abgeschiedene Niederschlag wurde durch Baryt zersetzt. Die 
von dem Baryumniederschlag befreite L6sung wurde schwach 
mit Schwefelsiure angeséuert und mit etwas wiisseriger Silber- 
sulfatl6sung gepriift. Es bildete sich kein Niederschlag, also 
waren in dieser Fraktion Nucleinbasen nicht in erheblicher 
Menge vorhanden. Die schwachsaure LOsung wurde nun mit 
kochend heifer Silbersulfatlésung in geringem Uberschub ver- 
setzt. Zu der abgekiihlten Fliissigkeit wurde gepulverter Atz- 
barvt bis zur Séttigung zugefiigt, wobei sich die Silbersalze des 
Histidins und Arginins ausschieden. 

Zur Trennung von Arginin und Histidin wurde der Silber- 
niederschlag in schwefelsdurehaltigem Wasser suspendiert und 
mit H,S zersetzt, und der jetzt entstandene Niederschlag von 
Ag,S und BaSO, abgesaugt. Im Filtrat wurde durch Behand- 
lung mit Baryumnitrat, Baryumcarbonat und Silbernitrat in der 
bekannten Weise Histidin abgeschieden und als Pikrolonat 
identifiziert. Das Histidinpikrolonat wog 0,5850 g. 
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Das Arginin wurde im Filtrat nach der Behandlung mit 
saryt, Schwefelséiure und Schwefelwasserstoff in dhnlicher 
Weise in das Pikrolonat tibergefiihrt. Die Menge des Arginin- 
pikrolonats betrug 1,3915 g. 

Das Lysin wurde in Form seines Pikrates isoliert, das 
Lysinpikrat wog 0,52 g. 

Monoaminosdurcfraktion: Sie wurde durch Baryt von 
Schwefelsiiure und Phosphorwolframséure befreit und abge- 
dampft. Der gesamte Stickstoff in der Lésung betrug 1,7087 g. 

Phenylalanin. Sobald diese Liésung bis auf 50 ccm kon- 
zentriert war, schieden sich weife seidegliinzende nadelf6rmige 
Krystalle aus, die auf dem Filter gesammelt und getrocknet 
wurden. Die gesamte Menge der Krystalle betrug 2,2 g. Nach 
dem Umkrystallisieren war der Schmelzpunkt 280° C. 

Die Stickstoffbestimmung ergab folgende Zahlen: 

0,1544 g¢ Substanz gaben 11,2 ccm N (765 mm, 15° C.). 

Gefundener N == 8,55°/o. Berechnet fir C,H,,NO, = 8,47°%/. 

Diese Krystalle zeigten schwache Millonsche Reaktion, 
aber ihr Schmelzpunkt und ihr Stickstoffgehalt ergaben, daf 
sie aus Phenylalanin bestanden, dem Spuren von Tyrosin 
beigemischt waren. Letztere waren aber so gering, daB sie 
die Analyse und den Schmelzpunkt nicht merklich beeinflubten. 

Die Menge des Phenylalanins ist auffallend hoch und es 
scheint hier der phenylalaninreichste von allen bisher bekannten 
Proteinstoffen vorzuliegen. 

Prolin. Die von dem Phenylalanin abfiltrierte Losung 
wurde unter vermindertem Druck bis zur Trockne abgedampft. 
Die zuriickgebliebene freie Aminosdure wurde mit Athylalkohol 
dreimal ausgekocht. Das Athylalkoholextrakt wurde vorsichtig 
zu einer gelbweifen Masse abgedampft, diese wurde zur Rei- 
nigung wieder mit Athylalkohol aufgenommen. Der von un- 
lislichen Substanzen getrennte Alkohol wurde nochmals abge- 
dampft und der Riickstand tiber Schwefelsiiure getrocknet. 
Sein Gewicht betrug 0,65 g. 

Die Stickstoffbestimmung ergab folgende Zahl: 


0.1523 g Substanz gaben 15,4 ccm N (767 mm, 14° C). 
Gefundener N == 12,0°. Berechnet als C,H,NO, = 12,180. 
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Die Formel stimmt also mit der des Prolins tiberein, 
auch die Loslichkeit weist auf diese Substanz hin. Der end- 
giiltige Beweis, dai hier Prolin vorliegt, wurde durch die 
Verwandlung in das Phenylhydantoin geliefert. Die Substanz 
wurde nach den Angaben von E, Fischer(?*) mit Phenyliso- 
eyanat bei schwach alkalischer Reaktion geschiittelt und als 
Phenylisocyanatverbindung abgeschieden. Der Niederschlag 
wurde sodann unter Zusatz von 4°/oiger Salzsiiurelésung liingere 
Zeit erhitzt. Dabei schied sich das Hydantoin in sch6nen Nadeln 
ab, die nach dem Umkrystallisieren bei 143° C. schmolzen. 
E. Fischer gibt fiir ]-Prolinphenylhydantoin 143° unkorr. an. 

Valin. Der in Athylalkohol unlésliche Teil wurde mit 
Methylalkohol extrahiert. Aus dieser LOsung schied sich beim 
EKindampfen eine Monoamidosiiure ab, deren Gewicht 2,67 g 
betrug und die bei der Stickstoffbestimmung folgende Zahlen ergab : 

0,1518 g Substanz gaben 14,6 ccm N (767 mm, 14° C.). 
Gefundener N == 11,42°/o. Berechnet als C,H,,NO, = 11,96 °%/o. 

Diese Substanz ist wahrscheinlich Valin, der Versuch 

einer Uberfiihrung in Hydantoin miflang. 


2. Die Nuclein- und Proteinbausteine von 
Mykobakterium lacticola. 


Die Kulturen von Mykobakterium lacticola habe ich dem 
gleichen Verfahren unterworfen. 

Dazu habe ich 100g getrocknete Bacillenmasse ver- 
wendet. Nach der Alkohol- und Atherextraktion wog der Riick- 
stand 85 g. Diese wurden in der Saéuremischung zerrieben und 
mit Wasser gefiillt. Der abfiltrierte Hiickstand wog nach dem 
Erschépfen mit Alkohol und Ather 41 g. In dem Filtrat, das 
ganz eiweififrei war, wurde Adenin und Hypoxanthin nach- 
gewiesen, aber kein Guanin und kein Xanthin. Die moglichst 
entfettete Eiweifimasse bildete eine braune Substanz und zeigte 
fast alle EiweiBreaktionen, jedoch war auch in diesem Falle die 
Schwefelbleireaktion negativ. Der Stickstoffgehalt betrug 8,2°/o. 

Nach der Hydrolyse wurde das Arginin und Histidin 
in das Pikrolonat, das Lysin in das Pikrat tibergefihrt. Alle 
diese Substanzen wurden durch den Schmelzpunkt identifiziert. 
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Die Menge des Argininpikrolonats betrug 2,693 g. 


Die des Histidinpikrolonats 0,299 » 
Das Lysinpikrat wog 0,481 » 


Aus der Monoaminosiurefraktion wurde Phenylalanin 
in einer Menge von 2,232 g krystallisiert gewonnen, auch dies 
Priiparat gab nur schwache Millonsche Reaktion. Der Schmelz- 
punkt lag bei 281°/o. Die Stickstoffbestimmung ergab folgendes: 

0,1278 g Substanz gaben 9,5 ccm N (760 mm, 18° C.). 

N gefunden = 8,58°/o. Berechnet fiir C,H,,NO, = 8,47°/o 

Durch Alkoholextraktion wurde 2,02 g Prolin dargestellt, 
dasselbe ergab bei der Stickstoffbestimmung folgendes: 

0,1638 g Substanz gaben 16,7 ccm N (766 mm, 14° C.). 

N gefunden = 12,09°/o. Berechnet fiir C;H,NO, == 12,18°/o. 

Das Phenylhydantoin hatte aber in diesem Fall einen 
niedrigeren Schmelzpunkt als das oben beschriebene aus dem 
Tuberkelbacillus gewonnene Priparat, und zwar stimmt es mit 
dem des inaktiven Prolinphenylhydantoins iiberein: F. = 118°. 

Valin wurde durch Methylalkohol extrahiert und wog 
nach der Reinigung 0,258 g. Die Stickstoffbestimmung ergab 
folgendes : 

0.1530 g Substanz gaben 14,3 ccm N (765 mm, 14° C,). 
Stickstoff gefunden == 11,08°/o. Berechnet fiir C,H,,NO, = 11,04°%o. 

Die tibrigen Monoaminosiiuren waren an Menge sehr 

gering und wurden nicht untersucht. 


Tabelle I. 














In 28 ¢ Eiweifi In 40 ¢ Eiweif Prozent in Eiweih 

des Tuberkel- des Myko- (des Tuberkel-- des Myko- 

bacillus bakt. lact. | bacillus | bakt. lact. 
Arginn ....{| 0,6049 | 1,1700 | 2,16 2.927 
Histidin . ... =©0,1426 | 01092 | O51 | 0.27 
a a ae 0,2057 | 01902 | 0,735 | 0,475 
Ammoniak . . . 00272 | 0.0358 0,097 0,089 
|-Phenylalanin . 2.2000 | 22320 | 7,88 5,58 
-Prolin .... | 0,6500 | 20200 | = 2,32 5,05 
Valin ..... + 26700 | 0.2580 | 9,38 0,645 


Arginin und Histidin wurde aus ihrem Pikrolonat berechnet; Lysin 


aus dem Pikrat. 
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Tabelle II. 
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ee ~ [mesg] msog]  Berechnet | Berechnet in 
Eiweit | Eiweit fin 100 ¢ Eiweif 100 g Stickstoff 
des des des des 
yacillus bakt.lact.| bacillus bakt. lact. 
g g ¥ g g g 

Gesamtstickstoff . . . 2. . . | 2,5640]73,2220 | 9157 8,090 [100.0 | 100.0 
A. Basenstickstoff .. . . .] 0,2963]0,4823 | 1,085 | 1,230 7 11,85 15.21 
in Arginin 0.1963 10.3780 | 0.70 0.946 7.64 11.69 

in Histidin 0.0392 | 0.0350 | 0,14 0,09 1,53 114 

m Lye «1. 1 3 0.0385 | 0,0398 | 0,187 O10 1,49 1,23 

in Ammoniak 0.0224 10,0295 | 0.105 0,07 115 O91 

8B. Monoaminosiure-N 1,7087 | 2.1560 | 6,098 — 5,400 | 66,59 | 66,74 
in ]-Phenylalanin O,AS81 | O,1891 | 0.67 0.475 7,31 5,89 

in J-Prolin 0,0792 | 0.2466 0.28 0.62 3,09 7.66 

in Valin 0.2945 | 0.0284 | 1,05 0.07 11,50 0,91 
andere Monoaminosauren | 1,1469]1,6925 | 4,09 4,25 44,98 | 52,34 

C. N in unbekannter Form . | 0,5590170,5837 | 1,996 |) 1,464 | 21,80 9 18,09 
in Humin 0.4050 10,4680 | 1446 0 1,175 | 15,79 |) 14,52 

im Silberniederschlag . 0,0657 10,1040 | 0,23 0,260 2,56 3,21 

in Filtrat des Lysinpikrats | 0,0873 | 0,01165] 0,31 0,029 3,38 0,36 


III. Farberisches Verhalten des Mykol. 


Die Gruppe der siéurefesten Bakterien verdankt ihren 
Namen dem eigentiimlichen Verhalten gegen Farbstoffe. Sie 
sind allgemein mit wisserigen LOsungen der Anilinfarben nicht 
oder nur schwer fairbbar. R. Koch gelang bekanntlich die Ent- 
deckung der Tuberkelbacillen dadurch, dali er Schnitte von 
tuberkuldsen Gewebstiicken mit einer LOsung von Methylenblau 
in Wasser unter Zusatz von Kalilauge behandelte und sie darauf 
mit Bismarckbraun nachfirbte. Die Tuberkelbacillen erschienen 
nunmehr blau gefiirbt, wahrend die Kerne der Gewebszellen 
und die iibrigen Bakterien die braune Farbe angenommen hatten. 
Ehrlich(?") fand dann, daf die mit Anilinfarben, die in Anilin- 
wasser gelist waren, gefirbten Tuberkelbacillen ihre Fiirbung 
behielten, wenn sie mit starker Salpetersiiure behandelt wurden. 
Dieses Verhalten bezeichnet man als Siurefestigkeit. Spiiter 


zeigte Koch,(2°) dab die einmal gefiirbten Tuberkelbacillen ihre 
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Farbe auch festhielten, wenn sie auBer mit Saéure auch noch 
mit Alkohol behandelt wurden. Den Tuberkelbacillen analog 
verhalten sich einige saprophytische Bakterien, unter ihnen das 
von mir untersuchte Mykobakterium lacticola perrugosum. 

Ehrlich nahm zur Erkléirung der Séurefestigkeit das Vor- 
handensein einer fiir Farbstoffe schwer zu durchdringenden 
Hille an. Durch die Untersuchungen von Aronson ergab sich, 
daf} in der Tuberkelbacillenzelle eine wachsartige Substanz ent- 
halten ist, die sich bei der Firbung genau wie die Tuberkel- 
bacillen verhilt, d. h. durch Saéurealkohol nicht entfiirbt wird. 
Zu dem gleichen HKesultat kamen nach ihm Bulloch und 
Macleod, die den Korper aus den Tuberkelbacillen in Form 
eines Alkohols isolierten. 

Nachdem es mir gelungen war, das Mykol rein zu ge- 
winnen, stellte ich Fiirbeversuche an. Ich konnte zuniichst fest- 
stellen, dai Mykol durch wiisserige Methylenblaulésung nicht, 
wohl aber durch alkalische Methylenblauldsung gefairbt wurde. 
Ferner zeigte sich, daf mit Carbolfuchsin in der Warme ge- 
fiirbtes Mykol mit 3°/o Salzsaiure enthaltendem Alkohol bis 
zu 24 Stunden behandelt werden konnte, ohne seine Farbe 
zu verlieren. 

Die Priifung der Séurefestigkeit habe ich in folgender 
Weise vorgenommen. 

1. Ein Objekttriger, der mit einer geringen Quantitit 
Mykol in méglichst dtinner Schicht bedeckt ist, wird mit Carbol- 
fuchsin behandelt, hierauf tiber der Flamme erwirmt, bis ge- 
rade Wasserdampf bemerkbar wird. Bringt man nun den ge- 
fiirbten Objekttriiger in 3°/oigen Salzsaurealkohol, so leistet 
er der Entfirbung grofen Widerstand. 

Um das Mykol so diinn und gleichmaéfhig wie moglich auf 
dem Deckglas zu verteilen, brachte ich ein kleines Stiickchen 
der Substanz mit einem Tropfen Ather auf dem Deckglas in 
Losung und verteilte es durch Bedecken mit einem zweiten 
Gliischen. Nach dem Abziehen dieses zweiten Gliaschens lief 
ich die gewonnenen Priiparate lufttrocken werden. 

2. Ein Stiieckechen Mykol wurde im Reagenzglas mit Carbol- 
fuchsinldsung in der Warme gefiirbt und kalt filtriert, der ge- 
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firbte Riickstand wurde mit 3°/oigem Salzsiiurealkohol, welcher 
mehrmals erneuert wurde, ausgekocht. Es zeigte sich starke 
Resistenz. 

Wenn man gefarbtes Mykol in einem Reagenzglas wieder- 
holt mit jedesmal erneuertem Saurealkohol erwirmt, so leistet 
es der Entfairbung einen starken Widerstand und wird erst 
nach 7—S8maliger Erneuerung des Siiurealkohols farblos. 

Um festzustellen, ob das Fuchsin mit dem Mykol eine 
chemische Verbindung eingeht, habe ich die Gewichtszunahme 
der Substanz nach der Behandlung mit verschiedenen Konzen- 
trationen des Farbstoffs bestimmt. 0,2922 g Mykol wurden mit 
5°/oiger Fuchsinlésung gefirbt und 0,3055 g tiefrot gefiirbte 
Substanz gewonnen: Gewichtszunahme = 0,0178 g : 6,09 °%o. 
Ferner wurden 0,2341 g Substanz mit 8°/oiger Fuchsinlésung 
gefiirbt und 0,2537 g gefirbte Substanz erhalten: Gewichts- 
zunahme = 0,0196 : 8,37°/o. 

Die Farbstofiaufnahme des Mykols ist also abhingig von 
der Konzentration der Farbliésung und es 1labt sich kein Mole- 
kularverhdltnis zwischen beiden Substanzen ermitteln. Dadurch 
ist freilich die Frage noch nicht entschieden, ob es sich um 
eine chemische Verbindung, um eine ime a Adsorption 
oder eine feste LOsung handelt. 

Eine zweite Farbereaktion, die der Tuberkelbacillus mit 
vielen anderen Bakterien gemeinsam hat, ist die Firbbarkeit 
nach Gram.(?§) Bekanntlich folgt bei der Gramschen Fiirbung 
auf die Behandlung mit Anilinwassergentianaviolett eine Behand- 
lung mit Jodjodkalildsung und dann differenziert man in abso- 
lutem Alkohol oder Acetonalkohol. Fiarbt man Deckglaspri- 
parate, die in der oben geschilderten Weise moglichst diinn 
mit Mykol oder Mykolester bedeckt sind, 2% Stunden mit Anilin- 
wassergentianaviolett und bringt sie einige Minuten in frische 
Jodjodkalilosung, so wird das Praparat tief schwarzviolett und 
entfarbt sich sehr schwer in absolutem Alkohol oder Aceton- 
alkohol. Nach 8 stiindigem Differenzieren in absolutem Alkohol 
bei 37° C. kann man noch deutlich einen blauen Farbton sehen. 
Das Kontrollpriiparat, das ohne vorhergegangene Jodierung in 
die Entfarbungsfliissigkeit gebracht wurde, nimmt einen mehr 








110 Sakae Tamura, 


violetten Farbton an und entfarbt sich schon in 8 Stunden voll- 
kommen. Im Acetonalkohol geht die Entfarbung noch schneller, 
sogar bei Zimmertemperatur vor sich; nach einer halben Stunde 
kann man schon einen deutlichen Unterschied zwischen dem 
jodierten und dem nicht jodierten Priparat finden. Dieses Ver- 
halten des Mykols wirft ein interessantes Licht auf das Zu- 
standekommen der Gramschen Firbung bei den Bakterien. 

Bekanntlich unterscheidet man grampositive und gram- 
negative Bakterien, je nachdem sie bei der Gramschen Fiarbung 
den jodierten Farbstoff nach der Behandlung mit Alkohol oder 
Acetonalkohol festhalten oder nicht. In einer bemerkenswerten 
Arbeit hat Brudny(**) in jiingster Zeit als Grund fiir diese 
Erscheinung die verschiedene osmotische Permeabilitaét der 
Bakterien angefiihrt. Grampositive Bakterien sind fast aus- 
nahmslos permeabel, gramnegative impermeabel. In die ersteren 
dringt das Jod widerstandslos ein, und ihre Verbindung mit 
Pararosanilin wird von ihnen festgehalten. Bei den gram- 
negativen dringt das Jod nicht oder nur spurenweise ein. Die 
Kiirbung bleibt eine oberfliichliche und widersteht der Alkohol- 
auswaschung nicht. Alle Faktoren, welche das Eindringen des 
Jods begiinstigen, steigern nach Brudny die Gramfestigkeit. 
Den Grund fiir die differente Permeabilitét verschiedener Bak- 
terien sieht Brudny vor allem in den diosmotischen Eigen- 
schaften des Plasmas, wenn er auch Permeabilitaétsdifferenzen 
einer Membran nicht ganz ausschlieft. Eisenberg(*°) glaubte 
dagegen, dafs gerade die Beschaffenheit dieser Membran in den 
Vordergrund zu stellen ist. Fiir die Beurteilung dieser An- 
schauungen ist es nun wichtig, dali das Mykol, also eine von 
dem Plasma und der Membran der Tuberkelbazillen vollstandig 
getrennte Substanz, bei der Gramschen Fiarbung ganz und gar 
das gleiche Verhiiltnis zeigte, wie die Bakterienkérper selbst. 

Kiir die siiurefesten Bakterienarten ist deswegen die An- 
nahme einer Membran nicht noétig, um ihre Grampositivitat 
zu erklaren. 

Fiir die Zwecke des Tuberkelbacillennachweises wurde 
die Gramsche Methode in neuerer Zeit von H. Much(*') 
folgendermaben modifiziert. 1. Firben unter Aufkochen oder 
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24 Stunden bei 37° C. in folgender Fliissigkeit: 10 cem kon- 
zentrierte alkoholische Lésung von Methylviolett B. N. in 100cem 
2 °/oiger wisseriger Carbolséurelésung (filtrieren). 2. Lugol- 
sche Lésung 1—5 Minuten. 3. 5°/oige Salpetersiure 1 Minute. 
4. 3°/oige Salzsiiure (10 Sekunde). 5. Differenzieren in Aceton- 
Alkohol ana. 

Mykol ist auch bei der Muchschen Methode fiirbbar und 
verhilt sich ganz wie die TuberkelbacillenkOrper selbst. Nach 
halbstiindigem Differenzieren in Acetonalkohol hat das gefiirbte 
Ausstrichpriiparat noch einen deutlich blauschwarzen Farbton, 
wihrend das nicht jodierte Kontrollpriiparat entfirbt ist. (Siehe 
Tabelle III.) 

Schon H. Kossel hat die Vermutung ausgesprochen, dab 
die Eiweifinatur der grampositiven Substanz der Tuberkel- 
bazillen zweifelhaft ist und vielmehr manches dafiir spricht, 
dah sie zu den fettihnlichen Bestandteilen des Bakterienleibes 
gehort. 

Nachdem schon Ziehl beobachtet hatte, dal die mit 
Carbolfuchsin gefiirbten Tuberkelbacillen nicht nur gegen Siiure, 
sondern auch gegen Alkali widerstandsfihig sind, hat Gasis 
in neuerer Zeit die Alkalifestigkeit zu ihrer Unterscheidung 
von nahestehenden Bakterien benutzt. Die Gasis-Fiirbung 
ist von Telemann(*%) dahin abgeiindert worden, dafi mit Car- 
bolfuchsin gefiirbt und mit einem Alkali-Alkoholgemisch (ein 
Teil 30°/o Kali, drei Teile 60°/o Alkohol) entfiirbt wird. Mykol 
ist auch alkalifest nach der Telemannschen Methode. 

Aus den Fiirbungsversuchen geht hervor, dai das Mykol, 
das aus siiurefesten Bakterien isoliert wurde, der wesentliche 
Bestandteil fiir die spezifische Farbung der siurefesten bak- 
terien und fiir ihr Verhalten bei der Gramschen Fiirbung ist. 

Auf Grund der bei der Firbung erhaltenen HKesultate 
kann man folgendes sagen: Im allgemeinen wirkt 5°/oiger 
Alkali-Alkohol viel stérker entfirbend als 3°/oiger HCI-Alkohol. 
Die Behandlung der Praparate mit Jodjodkalildsung nach der 
Carbolfuchsinfirbung beeinflubt die Entfarbbarkeit durch Aceton- 
alkohol bei Mykol nicht, wohl aber wird der Mykolester durch 
Jodierung resistenter gegen Entfairbung. Bei Methylviolettfirbung 
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Tabelle III. 


A. Siurefestigkeit. 











Deckglaspraiparat 24 Stunden mit Carbolfuchsin bei 37° C. gefarbt.) 








Differenzierungs- Nach 
age tt Substanz _ Panes 
flussigkeit 5 Stunden 24 Stunden 36 Stunden 48 Stunden 
3° HCl-Alkohol — Mykol rot | rot rot rot wie Anfang 
bei Zimmer- Z : 
temperatur Mykolester > fast entfairbt — — 
Nach 
10-20 30 4D 1 1'/2 2 15 24 
Minuten Stunde Stunden 
20 HC]-Alkohol Mykol rot — rot rot rot rot rot | blaf- blaf- 
a lig (wie Anfang) rot rot 
ye1 37° C. snt- 
pel Be Mykolester! rot | — |blasser) ©M | — | — | — | — |] — 
; fiirbt 
) Min. Jodierung.’ ~— Mykol rot rot rol rot rot rot rot. rot rot 
dann (etwas blaf) 
Acetonalkohol vivkolest , | ; leutiic? co 4 ; 
, r a I rkoOLester r¢ amieein etwas aeutiicn ancien as ent- an — 
bei Zimmerte mp. ~~ blasser blasser | entfarbt farbt 
Qhne Jodierung — Mykol rot. rot | rot rot rot rot etwas blafh- blaf- 
direkt in | blaf§ rot rot 
Acetonalkohol ee sehr | vollkommen | 
bei Zimmertemp./“Y*OES(€Er pag |  entfiirbt = = ee a —_ 


B. Alkalifestigkeit. 
(Deckglaspriparat 24 Stunden mit Carbolfuchsin bei 37° C. gefarbt.) 











Differenzierungs- ee Nach 
lissickeil Substanz | ; we a 
fliissigkel 4 Stunden 5 Stunden | 24 Stunden 
5°/o Alkali-Alkohol = Mykol rot | rot | blafrot 
bei Zimmertemp. Mykolester’ blafrot | entfirbt | — 





30 Minuten 45 Minuten 2 Stunden 


_, (etwas 
rot ° 


5° Alkali-Alkohol, Mykol | rot rot blag) 
bei 37° GC. Mykolester sehr blaf entfarbt — 
C. Gramfestigkeit (Muchsche Modifikation),. 
(Deckglaspriiparat 24 Stunden mit Methylviolettl6sung bei 37° C. gefarbt.) 











Nach 
10 Minuten 30Minut. 1Std. 1'% Std. 2 Std. 
oe Mykol schwarzblau blau blau blau blau 
Mykolester | etwasblasser blafhblau 
Nicht Mykol violett blafivolett entfarbt — — 


jodiert Mykolester > entfarbt aa ~ _ 
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verleibt die Behandlung mit Jodjodkali sowohl dem Mykol wie 
dem Mykolester stairkere Widerstandsfahigkeit gegen die Ent- 
firbung durch Acetonalkohol. In _ beiden Fiillen ist der 
Mykolester deutlich empfindlicher gegen das Entfiirbungsmittel. 
(S. Tabelle.) 


Zusammenfassung. 


Zum Schlu{B modgen einige der wichtigsten Ergebnisse 
dieser Untersuchungen noch einmal hervorgehoben werden: 

Das direkt gewonnene Atherextrakt aus Tuberkelbacillen 
und Mykobakt. lact. enthalt keine Phosphatide. Der nachfol- 
gende Alkohol extrahiert in der Wiirme ein Diaminomonophos- 
phatid aus beiden Bakterien. 

Aus beiden Bakterien wurde ein hoch molekularer Alkohol 
isoliert, der die Formel C,,H,,O hat. In diesen kann durch 
Substitution ein Atom J oder Br eintreten. Unter der Ein- 
wirkung von Essigsiiureanhydrid bildet er ein Acetat, mit 
Benzoesiaure ein Benzoat. 

Der Alkohol ist mindestens zum ‘Tei! als Ester einer 
hoheren Fettsiiure im BakterienkOrper enthalten. 

Das Verhalten gegen Farbstoffe insbesondere, die Siiure- 
festigkeit, Alkalifestigkeit und Grampositivitat beruhen auf der 
Anwesenheit dieses héheren Alkohols oder dessen Ester. 

Das Vorhandensein von Adenin und Hypoxanthin in beiden 
Bekterien wurde bestiitigt. 

Unter den Eiweifibausteinen wurden die folgenden Amino- 
siuren gefunden: Arginin, Histidin, Lysin, Phenylalanin, Prolin, 
Valin und durch Reaktion Tyrosin und Tryptophan. Dagegen 
tritt keine Schwefelbleireaktion ein. 

Die quantitativen Verhiltnisse dieser Aminosiiuren in 
beiden Bakterien sind aus der Tabelle (I und Il) zu ersehen. 
Die Bakterienproteine zeichnen sich durch einen hohen Gehalt 
an Phenylalanin aus. 

Es ist mir eine angenehme Pflicht, auch an dieser Stelle 
Herrn Professor A. Kossel im physiologischen Institut und 
Herrn Professor H. Kossel im hygienischen institut, auf deren 
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Anregung und unter deren Leitung diese Arbeit ausgefihrt 
wurde, meinen warmsten Dank auszusprechen fiir die viel- 
fache Forderung bei den vorliegenden Untersuchungen. 


— . 
xa w= 
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Einwirkung von Chlorwasserstoff- und Ammoniakgas 
auf eine durch Erhitzen veranderte Diastase. 
XI. Mitteilung. 

Von 
Theodor Panzer. 


(Der Redaktion zugegangen am 10, Juli 1913.) 


Mit dem Diastasepriiparate, welches schon in einer frii- 
heren Abhandlung') unter dem Namen «Diastase gekocht III» 
beschrieben worden ist und nach den dort angefiihrten Ana- 
lysen enthielt in Prozenten: 


ee, 
Asche ae ae ae 5,41 
Amidstickstoff . . . . geese i» «, See eee 
Formoltitrie erbarer Stickstoff ate 


wurden auch Wenaale der Art aaeeiiis wie sie ‘i der 
V. Mitteilung dieser Serie?) verdffentlicht worden sind. 

Das unwirksame Diastasepraparat wurde in derselben 
Weise, wie es dort fiir wirksame Diastasepraparate beschrieben 
worden ist, zuerst mit Chlorwasserstoffgas behandelt und, 
nachdem der Uberschu8 des Chlorwasserstoffs durch einen 
trockenen Luftstrom entfernt worden war, der Kinwirkung von 
Ammoniak ausgesetzt. In der Tecknik der Versuche und den 
Berechnungen folgte ich bis ins kleinste Detail den bereits 


publizierten Versuchen. 


Behandlung mit Chlorwasserstoff- und Ammoniak gas. 























Verwendete Menge | Aufgenommene Aufgenommene 
des Diastasepriparates | Chlorwasserstoffmenge Ammoniakmenge 
g a £ 

0.2144 | 0,0213 | 0,0140 

0.5546 0,0580 | 0,0372 

0.5602 0,0532 | 0,0372 

0,5184 0),0457 | 0,0357 

0.5144 0,0475 | 0,0330 

0.5259 0 ,0680 0.0377 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. 86, S. 322. 


5) 
2) Diese Zeitschrift, Bd. 85, S. 97. 
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In prozentischer Berechnung. 


eal 





Der aufgenommenen | [iperschuf 
Aufgenommene Chlorwasserstoffmenge 


Aufgenommene 





Chlorwasserstoff- \ iliac iquivalente | an 
menge waited, Ammoniakmenge | Ammoniak 
aT O/p 0/9 | 0 ) 
9 93 6.53 4,64 1,89 
10.46 6,71 4.89 | 1,82 
9.50 6,64 4,44 | 2.20 
8 82 6.89 4.12 | 277 
9 23 6,42 4.31 ont 
12.93 7,17 6,04 4,18 


Wie bei den Versuchen mit wirksamen Diastasepriiparaten 
entsprechen auch hier die berechneten Uberschiisse an Am- 
moniak ungefiihr jenen Mengen von Ammoniak, welche von 
dem gekochten Diastasepriiparat aufgenommen werden, wenn 
es nur mit Ammoniak!) behandelt wird. So wie in den Ver- 
suchen mit wirksamen Praparaten konnte auch in den vor- 
liegenden Versuchen ein mehr oder minder grofer Verlust 
von Salmiak nicht vermieden werden. 


Bestimmung der Aciditit. 


|. 0,518%4 g hatten aufgenommen 0,0457 g Chlorwasser- 
stoff und darnach 0,0357 g Ammoniak und verbrauchten zur 
Neutralisation — 0,341 cem, bei der Formoltitrierung 1,711 ccm 
Normalfliissigkeit. 

I]. 0.5144 g hatten aufgenommen 0,0475 g Chlorwasser- 
stoff und darnach 0,0330 g Ammoniak und verbrauchten zur 
Neutralisation — 0,273 cem, bei der Formoltitrierung 1,662 cem 
Normalfliissigkeit. 

In prozentischer Berechnung, wobei als «berechnete 
Aciditiitsabnahme» die dem «Uberschu8 an Ammoniak» im 
Sinne der vorhergehenden Tabelle entsprechende Menge an 
Normalfliissigkeit eingesetzt ist. 


') Siehe Diese Zeitschrift Bd. 86, S. 401. 
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Aciditat Aciditétsabnahme 
Chlor- = = nail 
Ammoniak- oe i 
wasserstoff- nal bel “de sii ae "1; ge- be- 
gehalt yehandelten urspriinglichen 
gehalt . ao io rn. funden  rechnet 
Praiparates | Praparates 
%/o %/o ecm ccm ecm ecm 
882 6,89 — 638 | 18,5 84.3 162.6 
9,23 6,42 —531 | 18,5 71.6 | 1239 








Formoltitrierung. 


In prozentischer Berechnung. 
——————————————————————————————————————————————————— 


Formoltitrierbarer Stickstoff 





bei den mit Chlorwasserstoff und | bei dem urspriing- 





‘ | wy * Zunahme 
Ammoniak behandelten Praparaten | lichen Priiparate 
9/9 v0 | Yl 
t,62 0,22 4,40 
$15 0,22 | 3,93 


Wegen der Verluste an Salmiak, welche nicht vermieden 
werden konnten, kénnen ebenso wie bei den entsprechenden 
Versuchen mit wirksamen Priiparaten keine genauen Berech- 
nungen dariiber angestellt werden, inwieweit Gewichtszunahme, 
Acidititsabnahme und Zunahme an formoltitrierbarem Stick- 
stoff einander iiquivalent sind. Immerhin kénnen in derselben 
Weise wie dort, wenigstens naherungsweise Betrachtungen 
liber diese Verhiltnisse angestellt werden. 

1. Aus der Gegentberstellung von «gefundener» und 
«berechneter» Aciditiétsabnahme der vorletzten Tabelle ist zu 
ersehen, dai die Aciditiitsabnahme an sich schon kleiner ist, 
als dem hierauf zu beziehenden Anteil der Gewichtszunahme 
entsprechen wirde. Diese Differenz wiirde noch grofer werden, 
wenn keine Salmiakverluste stattgefunden hitten. Die Gewichts- 
zunahme ist daher unbedingt gréfer, als dem iquivalenten 
Verhaltnis zur Aciditéitsabnahme entsprechen wiirde. 

2. Zur Vergleichung von Gewichtszunahme und Zunahme 
von formoltitrierbarem Stickstoff diene folgende Zusammen- 


stellung. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXVII 
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Ammoniak- Dem Ammoniakgehalte Beobachtete 
valet entsprechende Stickstoff- Zunahme an formoltitrier- 
aie menge barem Stickstoff 
"0 °/0 %0 
6.89 5.67 4,40 
6,42 | 5,28 3,93 


Die Zunahme an formoltitierbarem Stickstoff ist ebenfalls 
kleiner, als dem darauf zu beziehenden Anteil der Gewichts- 
zunahme entsprechen wiirde. Auch diese Differenz wire gréfer 
ausgefallen, wenn keine Salmiakverluste stattgefunden hitten. 
Die Gewichtszunahme ist daher jedenfalls grOBer, als dem dqui- 
valenten Verhiiltnis zum formoltitrierbaren Stickstoff entspricht. 

3. Soll endlich noch die Zunahme an formoltitrierbarem 
Stickstoff mit der Aciditiitsabnahme verglichen werden, so kann 
jener Anteil des formoltitrierbaren Stickstoffs, welcher in der 
Aciditiitsabnahme zum <Ausdruck kommen sollte, folgender- 
maven herausgerechnet werden: 














a — Zunahme b = dem Chlor- Differenza—b Gefundene 





| Differenz 
wasserstoffgehalte in ccm en 
an formoltitrier- eda jak , 12... | Aciditats- 
Phe ms aquivalente a—hb Normalsiure 
barem Stickstoff — Stickstoffmenge ausgedriickt abnahme 
919 Fo | gL ccm ccm 
4,40 3,39 1,01 72,1 84,3 
3,93 3,09 0,38 27,1 | 71.6 


Da die Differenz a—b wegen der Salmiakverluste kleiner 
cefunden worden ist, als sie wirklich ist, so spricht auch die 
vorliegende Berechnung nicht dagegen, dab die Aciditétsabnahme 
in iiquivalentem Verhiltnis steht zu dem entsprechenden An- 
teil der Zunahme an formoltitrierbarem Stickstoff. 

Ks entsprechen demnach die Resultate der Chlorwasser- 
stoff-Ammoniakversuche denen der Ammoniakversuche, die 
Resultate der Versuche mit dem durch Kochen unwirksam ge- 
machten Diastasepriiparat denen der Versuche mit wirksamen 
Diastasepriiparaten und bilden damit eine weitere Stiitze 
fiir den schon friiher gezogenen Schlu6b, dai die Einwirkung 
von Ammoniak keine Atomgruppen betrifft, welche fiir das 
Zustandekommen der diastatischen Wirkung notwendig wiiren. 
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Bestimmung des Amidstickstoffs. 


Konform mit der eben diskutierten Zunahme des formol- 
titrierbaren Stickstoffs zeigte auch der Amidstickstoff nach der 
Behandlung des gekochten Diastasepriparates mit Chlorwasser- 
stoff und Ammoniak eine geringe Zunahme gegeniiber dem nicht 
behandelten Praparat. 

I. 0,5546 g hatten aufgenommen 0,0580 ¢g = 10,46°/o 
Chlorwasserstoff und 0,0372 g = 6,71°/o Ammoniak und lieferten 
nach der Behandlung mit Magnesiumoxyd bei Einwirkung von 
salpetriger Saéure 5,6 ccm Stickstoff bei 18,2° C. und 748,0 mm, 
entsprechend 0,59°/o N. 

I]. 0,5602 g hatten aufgenommen 0,0532 g = 9,50°/o 
Chlorwasserstoff und 0,0372 g = 6,64 g Ammoniak und lieferten 
5,4 cem Stickstoff bei 19,9° C. und 749,2 mm, entsprechend 
0,54°/o N gegen 0,22°/o beim urspriinglichen Priparate. 


Prifung der Fermentwirkung. 


I. 
0,2144 g Diastase gekocht III hatten aufgenommen 0,0213 g 
= 9,93°/o Chlorwasserstoff und 0,0140 g = 6,53°/o Ammoniak. 
Kontrolle: 0,2 g Diastase gekocht III. 
Stiirkelésung: 2 g losliche Starke: 500 ccm Wasser. 








Mit Chlorwasserstoff 
Kontrolle und Ammoniak 








Dauer 

behandeltes Priiparat 
des Jod- Reduktion mg Jod- Reduktion ‘ me 

. gs 4 "Ke r 4 ‘Ker 

ena losung Sake sebildet losung Seats gebildet 
Beginn . blau 2.3 0 blau 2.8 0 
‘Ye Stunde... . ; 20 | O 29 0.1 
1 > oe » 1,9 0 > 3,0 0,2 
I'/e Stunden... > 2.3 0 , 31 03 
2 > oe 4 > 19 QO 3 3.9 0,7 

Reduziert Fehling 0) schwach, aber deutlich 








Il. 
0.5259 g Diastase gekocht III hatten aufgenommen 0,0680 g 
= 12,93°/o Chlorwasserstoff und 0,0377 g = 7,17°/o Ammoniak. 


* 
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Kontrolle: 0,5 g Diastase gekocht III. 















































Stirkelésung: 2 g lésliche Starke: 500 ccm Wasser. 
a. = | Mit Chlorwasserstoff 
Dauer Kontrolle und Ammoniak 
behandeltes Praparat _ 
ies Jod- Keduktion mg Jod- Reduktion mg 
Versuches inmg | Zucker] | inmg Zucker 
lésung Zucker gebildet|!6sung Zucker  gebildet 
Beginn . blau | 4,0 0 blau 58 | O 
lg Stunde . > 4,2 (0,2) » 61 | 08 
1 > 35 0 > | 5B 0 
1'/2 Stunden > | 3,5 0 > 6,1 0,3 
2 . >» | 38 0 > 6,3 0,5 
Reduziert Fehling 0 schwach, aber deutlich 
Ill. 


Versuch angestellt mit einem Gemenge aus Diastase ge- 
kocht If und Milchzucker zu gleichen Teilen. 
1,0852 g dieses Gemenges hatten aufgenommen 0,0601 g 


~ 
' 


95 


ded g @ 


also um 


aufgenommenen Chlorwasserstoffs notwendig war. 
Kontrolle: 1g des Gemenges. 
Stirkeldsung: 2 g lésliche Starke: 500 Wasser. 





5,94°/o Chlorwasserstoff und 0,0553 g = 2,59°/o Ammoniak, 
1°/o Ammoniak mehr, als zur Neutralisation des 








Eee 
Mit Chlorwasserstoff 
Dauer Kontrolle und Ammoniak 
behandeltes Praparat _ 
= Jod- Reduktion’ mg Jod- Reduktion mg 
Versuches . inmg | Zucker]. | inmg | Zucker 
losung = Zucker gebildet lésung Zucker gebildet 
Beginn . blau 19,7 0 blau 24,8 0) 
'/, Stunde . >» | 19,5 0 >» 24.4 () 
I i «ewe @ | Sp 0 > 24,8 0 
1‘ Stunden >» | 18,9 0 >» | 25,4 0.6 
2 » | 18,7 0 > 25,4 0,6 


Reduziert Fehling 


sehr stark 








sehr stark 
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IV. 


Priiffung durch 24 Stunden. 

Q,d858 g Diastase gekocht III mit Chlorwasserstoffgas und 
daraufhin mit Ammoniakgas behandelt. 

Kontrolle: 0,5 g Diastase gekocht III. 

StirkelOsung: 2 g losliche Stirke: 500 cem Wasser. 














Mit Chlorwasserstoff 
Dauer Kontrolle und Ammoniak 
behandeltes Priparat 
des 
Jod- Reduktion' mg Jod- Keduktion mg 
Versuches . in mg Zucker | _ in mg Zucker 
losung Zucker — gebildet }}6sung Zucker | gebildet 
Beginn ... . «| blau 2,0 0 blau 41 () 
24 Stunden... 2,1 (0,1) 0 83 4,2 
Reduziert Fehling Q stark 








Nach diesen Versuchen hat das durch Erhitzen un- 
wirksam gemachte Diastasepraparat durch die Be- 
handlung mit Chlorwasserstoff und darauf mit Am- 
moniak eine zwar schwache, aber deutlich erkenn- 
bare Wirksamkeit wieder erlangt. Dieses Resultat sieht 
im Einklang mit dem Resultat Jener Versuche, bei welchen das 
durch Erhitzen unwirksam gemachte Diastasepriparat durch 
die Einwirkung von Chlorwasserstoffgas und nachfolgendes Aus- 
pumpen in geringem Grade wirksam wurde. 

Den Widerspruch, welcher zwischen der Wirksamkeit des 
mit Chlorwasserstoff und Ammoniak behandelten Priparates 
und den Schliissen zu bestehen scheint, die aus den Ergebnissen 
der Acidititsbestimmung und Formoltitrierung gezogen wurden, 
erklare ich mir in derselben Weise, wie ich es bei den Ver- 
suchen tiber die Einwirkung von Chiorwasserstoff auf gekochte 
Diastase getan habe. 








Die Fesselungshyperglykamie und Fesselungsglykosurie 
des Kaninchens. 
Von 
Dr. E. Hirsch und Dr. H. Reinbach. 


(Aus dem biochemischen Institut der Akademie fiir praktische Medizin in Diisseldorf. 
Vorstand: Professor Johannes Miiller.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23, Juli 1913.) 


Im Verlauf von Untersuchungen iiber den intermediiiren 
Stoffwechsel, die im hiesigen Institut im Gange sind, ergab 
sich die Notwendigkeit, die Schwankungen des Blutzucker- 
gehaltes unter dem Einfluf physiologischer Variabeln genauer 
zu studieren. Als die erste Aufgabe erschien es, festzustellen, 
ob nicht schon verhaltnismafig einfache Manipulationen am 
Versuchstier auf den Blutzuckergehalt einwirken. Denn_be- 
stiinden solche Einfliisse, so wtirden offenbar Veridnderungen 
des Zuckergehaltes, die sich nach irgendwelchen anderen experi- 
mentellen Mafnahmen einstellen, nicht mit Sicherheit auf eben 
diese MaBnahmen als ihre Ursache bezogen werden k6nnen. 

Wir haben uns sehr bald tiberzeugt, wie notwendig diese 
methodologische Vorarbeit war. Denn aus den unten mitzu- 
teilenden Versuchen wird sich ergeben, dai die Mehrzahl der 
in der physiologischen und pharmakologischen Literatur exi- 
stierenden Angaben iiber den Einflu8 chemischer Substanzen 
auf den Blutzuckergehalt dringend einer Nachpriifung bediirfen, 
weil man, die eben angedeutete Fehlermoglichkeit nicht beriick- 
sichtigend, einfach nach dem beliebten Schema post hoc, ergo 
propter hoe geschlossen hat. 

Unsere Untersuchungen erstreckten sich zuniachst auf 
das Kaninchen, weil wir in ihm ein besonders geeignetes Ver- 
suchsobjekt zu finden hofften. Etwas dem an Katzen von 
Bohm und Hoffmann gefundenen FeBlungsdiabetes Analoges 
ist ja fiir das Kaninchen bisher nicht bekannt. Ja, Bang be- 
merkt in seinem Buch «Der Blutzucker» (Wiesbaden 1913) 
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ausdriicklich: «Im Gegensatz hierzu (némlich zur Fesselungs- 
hyperglykimie und Glykosurie der Katzen) ist es bemerkens- 
wert, dali auf einen Operationstisch gefesselte Kaninchen keine 
Hyperglykimie oder Glykosurie bekommen, trotzdem sie oft 
ihre Furcht deutlich kundgeben und vor Abkiihlung geschiitzt 
lange Zeit gefesselt werden konnen. » 

Bevor wir auf die Versuche niéher eingehen, soll er- 
wihnt sein, dafi zur Serienuntersuchung des Blutzuckers die 
Mikromethode von Bang verwendet wurde. Wir hatten die 
Methode, die nach den genauen Angaben des Autors ausge- 
fiihrt wurde, in vielen Vorversuchen gepriift und sie fiir unsere 
Zwecke vollkommen ausreichend gefunden. Bemerkt sei, dab 
die Methode peinlichst genau nach Vorschrift von J. Bang 
durchgefiihrt werden muf, wobei auf alle Fehlerquellen streng 
Riicksicht zu nehmen ist. 

Die grodften Vorziige der Methode sind: Méglichkeit, in- 
folge des geringen Blutbedarfes zahlreiche Blutzuckerbestim- 
mungen an ein und demselben Tier in lang ausgedehnten 
Versuchen auszufiihren, sowie Leichtigkeit und Schnelligkeit 
in der Durchfiihrung der Analyse. 

Es wurde zuerst eine grofe Reihe Traubenzuckerlosungen 
von bekanntem Titer mit der Mikromethode geprift, die immer 
befriedigende Resultate ergab; hierauf wurden mehrere Unter- 
suchungen von Menschen- und Rinderblut mit der Bangschen 
Methode vorgenommen; zur Kontrolle der mit der Mikro- 
methode erhaltenen Resultate wurden von denselben Blut- 
proben je 40 ccm nach Michaelis und Kona enteiweibt und 
im Filtrat der Blutzucker nach Bertrand bestimmt. 


Hierbei ergab sich z. B.: 


Menschenblut: Bertrand | Mikromethode 
I. 0,12 %o 0,125°%o als Mittel 
II, 0.41% | aus 4 Analysen. 


Mittel: 0.115 


Mindesiens 3 kleine Tropfen Blut wurden auf dicke 2,5 cm 
bis 3 cm lange, 1 cm breite L6schpapierstreifchen aufgesaugt, 
welche durch Auskochen gereinigt und auf Abwesenheit von 
Jod bindenden Substanzen gepriift waren. 
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Mit der aufgesaugten blutmenge sind wir im allgemeinen 
hoher gegangen, als Bang vorschreibt, bei geringem Blut- 
zuckergehalt verwendeten wir mindestens 150 mg Blut, unter 
Umstinden selbst noch mehr. Gewogen wurde in der Regel 
auf einer gewOhnlichen kurzarmigen Analysenwage von Sar- 
torius, mit der die Wagung in rund 2 Minuten beendet wird. 
Die Verdunstungsverluste sind dabei so gering, dafi sie billig 
vernachléssigt werden kénnen. Auf genaue Einhaltung der 
Kochdauer von 2 Minuten und auf eine konstante Flammen- 
hOhe mufi ganz besonders gesehen werden. 

Zur Abhaltung des Luftsauerstoffes wurde folgende Ein- 
richtung beniitzt. Ein das Jenenser K6élbchen verschliebender, 
durchbohrter Gummistopfen trug ein einige Zentimeter langes 
GlasrOhrchen, welches mit einem Gummischlauch armiert war. 
5 Sekunden vor Ablauf der Kochdauer wird der Gummi- 
schlauch nahe seinem oberen Ende mit den Fingern abge- 
klemmt und mit einem Glasstab verschlossen. Die Existenz 
eines hohen Vakuums gibt sich durch lang anhaltendes Kochen 
wiihrend der Abktihlung in Eiswasser zu erkennen. Nach er- 
folgter Abkiihlung wird der Gummischlauch wieder mit der 
Hand abgeklemmt, jetzt das Glasstébchen entfernt und an 
seiner Stelle die GasableitungsrOhre eines schon vorher in 
Gang gesetzten Kohlensiéure-Entwicklungsapparates eingesetzt. 
Man lift in das Vakuum CQ, langsam einstrémen, liiftet nun- 
mehr den Stopfen soweit, daB die in Hundertstel Kubikzenti- 
meter eingeteilte Pipette eingefiihrt werden kann, und titriert 
unter fortgesetztem Einleiten von CO,. UnterlaBt man, den 
Apparat einige Zeit vor dem Einleiten der CO, in Gang zu 
setzen, so kann bereits die im Apparat und in der Zuleitungs- 
rOhre vorhandene Luftmenge geniigen, das Resultat empfindlich 
zu storen. 

Gleich die ersten am Kaninchen angestellten Versuche 
zeigten, dab blofes Aufbinden und Fesseln auf dem Operations- 
tisch und geringfiigige Eingriffe, wie Freilegung der Carotis 
und Einbinden einer Kaniile unter den schonendsten Mab- 
nahmen eine bedeutende Hyperglykamie, selbst Glykosurie her- 


vorriefen. 
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Bemerkt sei, dafi die Nummern der Versuche Nummern 
des Laboratoriums-Journals bedeuten. 

Der Harn wurde qualitativ nach Fehling untersucht, 
quantitativ durch Garung mit Lohnsteins Prizisions-Giarungs- 
Saccharometer. 

Im folgenden seien die Versuche angefiihrt, in welchen 
Fesselung allein Hyperglykimie, jedoch ohne Glykosurie zur 
Folge hatte. 


Versuch V. Weibliches Kaninchen, 2300 g. 7. VI. 13. 











| Blutzucker Zucker 
in %o, im 
Mittel aus abgeprefiten 
3 Analysen Harn 
1220 Blutentnahme am nicht gefesselten Tier | 
on: Ger Garveme . 6 Ce SS SO Oe ES 0,13 0) 
1280 Tier gefesselt | 
1240 Carotis frei prapariert 
1242 Blutentnahme aus der Carotis. ... . (0),27 | (0) 
115 Blutentnahme aus der Carotis. ... . 0,35 0 


Bemerkung. Der Versuch wird aus iuferen Giinden frithzeitig 
abgebrochen. 

Es ist anzunehmen, dafi bei weiterer Fortsetzung des Versuches 
Zucker im Harn aufgetreten wire. 


Versuch VI. Weibliches Kaninchen, 2900 g. 9. VI. 13. 


Aufentemperatur 19°. 
Blutzucker Zucker Tempe- 
in°/v. Mittel- im abge- 





ameiae 
—— 

















ratur 
wert aus prefiten 
4 Analysen Harn rectal 
5% Blutentnahme aus der Ohrvene durch 
Stich. Tier nicht gefesselt ... . 0,12 w 
10 Tier gefesselt 
512 Blutentnahme aus der Ohrvene. . | 0,14 W 
739 > >» > ~ el 0.20 e 364° 
610 ‘ —— ‘ =f 0.21 0 36,7 ° 
750 : > » > » * Q,22 iD 
G20 > » > td O.18 0 536.5 ° 


Bemerkung. Fesselungshyperglykamie ohne Glykosurie. 
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Versuch VII. Weibliches Kaninchen, 2800 g. 10. VI. 13. 


Aufentemperatur 19°. 
= ———— = EE 





Blutzucker Zucker = Tempe- 





in %o im abge- 
, ratur 
Mittel aus preften 
3 Analysen’ Harn rectal 
389 Blutentnahme aus der Ohrvene durch 
‘ a] » 27 £0 
Stich, vor der Fesselung . . 0,12 | od «3804 
385 Tier ohne Erregung gefesselt | 
342 Blutentnahme aus Ohrvene....| 0,13 0 | 
bet | oe 
420 . 0.15 o | 340° 
520 . eee ies 0.17 a) | 36,8 
626 » eee 0.21 a) 


Bemerkung. Fesselung mit Hyperglykimie. 


Versuch VIII. Weibliches Kaninchen, 2800 g. 11. VI. 13. 


Aufentemperatur 18,5°. 








Blutzucker Zucker | Tempe- 
in %o im 





; ratur 
Mittel aus Harn 
3 Analysen abgepreft) rectal 
330 Blutentnahme aus der Ohrvene durch | 
Stich. Tier noch nicht gefesselt. . | 0,15 ) | 38° 
349 Tier ruhig aufgebunden. Hierauf | 
mittels Tiicher und 6fters gewechselter 
Wiirmeflasche vor Abkihlung ge- | 
schiitzt. 
| 
3) Blutentnahme aus der Ohrvene . . 0O,19 | o 
| 
‘20 Blutentnahme aus Ohrvene... . 0,20 | o | 38,1° 
90 > ae 0Q,17 | 4) | 38,1 ° 
| 
540 > > i 0,17 0 38,1° 
(22 . > ee 0.18 | 0 | 37,89 


Bemerkung. Trotz Schutz vor Abkiihlung Hyperglykimie. 
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VersuchIX. 3200g¢g schweres Kaninchen, Weibchen. 12. VI. 13. 






Blutzucker Zucker im Tempe- 

in Yo katheteri-) — ratur 
Mittel aus _ sierten rectal 
3 Analysen) Harn | gemessen 





355 Blutentnahme aus der Ohrvene durch 
Stich. Tier nicht gefesselt .... 0.13 0 — 


410 Ohne Beniitzung des Kopfhalters ge- | 
fesselt. Gegen Warmeverlust durch 
Tiicher und Warmeflasche geschiitzt. 


415 Blutentnahme aus Ohrvene, Tier sehr 


a a a a ee 0,17 — sy 
443 Blutentnahme aus Schnitt in die 

eee ee ee 0.23 s 387° 
514 Blutentnahme aus Ohrvene... . 0,27 W 38.89 
550 » > ee Atl O18 —— ooo” 
635 > > ere? ae 0.17 3) te 


Bemerkung. Der Kopfhalter wurde in dem Versuch weggelassen, 
um eventuellen Vagusdruck durch den fest anliegenden Kopf- und Nacken- 
halter auszuschalten. 

Obwohl eine Abkiihlung in dem Versuch iiberhaupt nicht stattfand, 
tritt durch Fesselung eine erhebliche Hyperglykamie ein. 

Im folgenden seien 2 Versuche angefiihrt, bet denen es 
durch Fesselung, bezw. durch Fesselung und Freilegung der 
Carotis zu einer solechen Steigerung des bBlutzuckergehaltes 
kam, dai Zucker im Harn auftrat. 


Versuch X. Weibliches Kaninchen, 2500 g. 13. VI. 13. 


Aufentemperatur 17°. 











Blutzucker Zucker | Tempe- 
in Yo im abge- ratut 

Mittel aus prefiten rectal 

3 Analysen Harn = gemessen 





425 Blutentnahme aus der Ohrvene durch 
Stich. Tier nicht gefesselt ... . 0.17 0 37,9° 


430 Gefesselt, vor Abkiihlung durch 
Tiicher und Wiirmeflasche geschiitzt 


435 Blutentnahme aus der Ohrvene . . 0.19 0 56.5 9 


510 ae : | 0.24 36,29 


Tier ruhig. 
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Fortsetzung. 
Blutzucker' Zucker Tempe- 








in %/o im abge- ratur 
‘Mittel aus prefiten rectal 
3Analysen Harn gemessen 
69 Blutentnahme aus Ohrvene .. . 0,31 ; | 35,6 ° 
68° Zucker im Harn ......: + ‘ +- 4,790) 
640 Blutentnahme aus Ohrvene .. .| 0,30 = t+ ‘ 
R05 : : 1 Sad 0,33 720 3,5 %/o 
G20 , : 2 1 0,80 | 807 7,8 % 
(25 >... | 023 920 4.8%) 


| 95d 

1020 

1()30 +- 
Nichsten Tag 11°° morgens Harn abgeprefit: kein Zucker. 
Bemerkung. Dieser Versuch erscheint besonders deshalb inter- 

essant, weil Fesselung allein Steigerung des Blutzuckers bis 0,33°/o und 

starke Glykosurie bewirkte. 


Versuch XI. Weibliches Kaninchen, 2400 g. 17. VI. 13. 
Aufentemperatur 18°, Das Tier wurde tiberhaupt nicht aufgebunden. 
3ei der Blutentnahme wurde das Tier ruhig mit der Hand gehalten, in 

der Zwischenzeit konnte es frei umherlaufen. 








| Blutzucker Zucker  Tempe- 
| in %o im abge- ratur 
Miltel aus  prefiten rectal 
3 Analysen Harn | gemessen 





(45 Blutentnahme durch Stich in die 


OWEN os 4 et 6 ow ee 0.11 ‘ 37,8° 
515 Blutentnahme aus Ohrvene. .. . | 0,12 “ 
fA > > be ee O14 ‘ | 37,2° 
G15 : p oa ee 0.16 0 ‘ 


700 Tier sehr erregt. 
> Blutentnahme aus Ohrvene. .. «| 0.13 : 37,3 ° 


7 > > ‘ae 0,17 0 37 ,4° 


Bemerkung. Der vorstehende Versuch beweist, dafi auch ohne 
Fesselung, schon durch die mit der schonendsten Blutentnahme aus dem 
Ohr verbundene psychische Erregung Hyperglykamie hervorgerufen wird ; 


denn die wiihrend des Versuchs eingetretene Abkiihlung ist doch wohl zu 
cering, um die ziemlich erhebliche Blutzuckerzunahme zu erkliren. 





’ es . . . r . 6 
Fesselungshyperglykamie und Fesselungsglykosurie des Kaninchens. 129 


Versuch XII. 18. VI. 13. 
(Das Tier des Versuches XI (weibl. Kaninchen, 2400 g) wurde wieder 
beniitzt, jedoch in Fesselung. 








Blutzucker| Zucker | Tempe- 
in °Jo im abge- | 





; ratur 
Mittel aus prefiten 
3 Analysen Harn | rectal 
415 Blutentnahme aus der Ohrvene 
durch Stich. Tier ist nicht ge- 
fesselt, verhilt sich ruhig .. . 0,15 0 
435 Tier ohne Erregung aufgespannt. 
© © 
Jugularis und Carotis werden frei- 
pripariert, in beide eine Kaniile 
eingebunden. 
500 Blutentnahme aus Jugularis. . . 0,27 0 37.4° 
545 . » . . . 0.40 
See Zackor im Ham... «6 «* 84 , 6,2 %/o 36,7 ° 
625 Blutentnahme aus Jugularis. . . | 0,40 a 06,2 ° 
725 : > » «eet § O8 6 Jo 35,0° 
G00 » > Carotia . . «| 0.34 -t 
1000 > » ow et GBs 
1040 : > > ieee 0,32 ao 


Bemerkungen. Inder ganzen seit 5*° ausgeschiedenen Harnmenge 
(25 cem) sind 6,28 fo Zucker. Es sei besonders auf die direkt nach der 
Fesselung und Operation auftretende, kolossale Steigerung des Blutzuckers 
hingewiesen. Wie die Temperaturmessung zeigt, ist in den seit der 
Fesselung verstrichenen 25 Minuten die Temperatur fast normal geblieben. 

In den beiden folgenden Versuchen wollten wir mittels 
subeutaner Morphiuminjektionen die durch das Aufbinden be- 
dingte Nervenerregung ausschalten; mit welchem Erfolg auf 
den Blutzuckergehalt, ergibt sich aus den Versuchen. 


Versuch XIII. Weibliches Kaninchen, 2070 g. 19. VI. 13. 





Blutzucker Zucker  Tempe- 
in %o im abge-| ratur 

| Mittel aus. greftten rectal 

3 Analysen| Harn — gemessen 








40 Tier nicht gefesselt. Blutentnahme 

durch Stich in die Ohrvene .. . 0,16 fF) 
4% Morphium subcutan. Beider Injektion 

ist das Tier etwas aufgeregt. Tier | 

wird nachher gefesselt. 
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Fortsetzung. 


Blutzucker, Zucker | Tempe- 

| in %o im abge- | ratur 
Mittel aus | prefiten rectal 
3 Analysen| Harn = gemessen 





00 O.OL g Morphium subcutan. 


= 
4 Blutentnahme aus Ohrvene, Tier 
schlaft fest, reagiert auf Hautreize 
Oe & + +4 a ee eee 0,16 G - 





535 0,01 g Morphium subcutan. 


| 
| 
5386 Blutentnahme aus Ohrvene. Tier | 


schidft weiter fest... « . «s+ « «J 0.18 | g 
610 Blutentnahme aus QOhrvene. Tier | 
fingt an, munter zu werden... | 0.21 o 


Bemerkung. Tier geht am niachsten Tag nach Injektion: von 
0,01 g¢ Morphium zugrunde. 


Versuch XV. Weibliches Kaninchen, 3100 g. 23. VI. 13. 


Auffentemperatur 18°. 


Blutzucker Zucker im Tempe- 
in °/o | katheteri- 











ewer ratur 
Mittel aus | sierten 
o Analysen} Harn rectal 
355 Blutentnahme aus der Ohrvene. Tier | 
nicht gefesselt . ... +6 ess 0,13 | 0 ‘ 
400 0,02 g¢ Morphium subcutan. | 
420 OO 
Tier noch munter. | | 
535 Blut aus der Ohrvene. 0,01 g Morphium | | 
subcutan. Tier etwas erregt. . . . 0,13 | : ; 
00 Tier taumelt, kann nicht mehr richtig | = | 
laufen. | 
610 Tier schlaft ruhig, wird aufgespannt, | 
wehrt sich dabei nicht... y | g | 39° 
615 Blutentnahme aus Ohrvene. . . .) O19 | , ae 
aaa ts é; ir — | | 
725 Carotis freipraépariert und Kaniile | 
eingebunden. Tier schlaft tief ‘ | ; | 38,4° 
730 Blut aus der Carotis. ..... .| 0.36 | O | ‘ 
s l 5 > 4 ” . . . . . . e | ().42 | . 38,0 “ 
820 Zucker im Harn. ........ ; ~- | 
930 Blut aus der Carotis. . ..... 0.37 | -+- . 
1010s ; » > a a 0.34 | ~- | 


Im Gesamtharn (22 cem), seit Auftreten von Zucker = 4,5°/o Zucker. 
Bemerkung. Tier ging am nichsten Tag 39 p.m. spontan zu- 
grunde. Im Harn war kein Zucker mehr gefunden worden. 
Aus dem Versuch geht hervor, daf die Morphinwirkung als solche, wenn 
iiberhaupt, nur eine ganz geringfiigige Steigerung des Blutzuckers bewirkt hat. 
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Weiterhin sollte gepriift werden, ob durch vollstiindige 
Athernarkose ein, wie wir glauben, durch Fesselung und 
Préparation der Carotis bedingter Erregungszustand derart 
gehemmt werden konnte, dab Hyperglykiimie, bezw. Glykosurie 
nicht auftritt. Der Einflu8 des Athers auf den Blutzucker er- 
gibt sich aus den Versuchen. 

Bemerkt sei, da8 wir uns der gewoéhnlichen Athertropf- 
narkose bedienten. Ein Trichter, in dessen Offnung etwas 
iithergetrankte Watte gelegt war, wurde mittels Stativ itiber 
dem Kopf des Kaninchens befestigt und je nach Bedarf Ather 
nachgetropft. Hierbei wurde darauf Riicksicht genommen, dal 
zwar immer geniigend frische Luft zustr6men konnte, dah aber 
anderseits das Versuchstier sich stiindig im tiefen Schlaf befand. 


Versuch XX, Minnliches Kaninchen, 2500 g. 1. VII. 13. 


Athernarkose ohne Fesselung und ohne Freilegung 
der Carotis. 











EEE : —_ 
|Blutzucker = Zucker — Tempe- 
in %o im kathete- 





foe wal ratur 
| Mittel aus risierten 
3 Analysen, Harn rectal 
1055 Blutentnahme aus der Ohrvene | 
durch Stich vor der Narkose . . | O14 0 
1195 Tier im tiefen Schlaf. | 
1115 Blut aus der Ohrvene .....| O13 “ , 
120 =» >» >» , ae 014 P 
100 » » » > 0,17 0 


| 
, 
Es wird die Narkose abgebrochen. 
| 
2 Stunden spater ist das Tier wieder | 
| 

} 


munter. 


Bemerkung. Die Athernarkose als solche hat also tiberhaupt 
keine Steigerung des Blutzuckers bewirkt, denn wie der Versuch XI zeigt, 
wird durch die Erregung bei der Blutentnahme auch ohne Narkose 
genau so hohe Hyperglykimie erzeugt, wie im vorstehenden Versuch 
mit Narkose. 
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Versuch XXIII. Weibliches Kaninchen, 2400 g. 7. VII. 13. 


Athernarkose, Fesselung, ohne Freilegung der Carotis. 


Blutzucker | Zucker Tempe- 





| in %o | im abge- | sete 
| Mittel aus | preften 
3 Analysen| Harn rectal 
! | 
420 Blutentnahme aus der Ohrvene. Tier | | 
nicht eofessestt. . 2s « ss * % * 0,12 b | 
425 Beginn der. Athernarkose. Tier zu | | | 
beginn der Narkose sehr aufgeregt, | | | 
wehrt sich, zappelt usw. | | 
445 Tier wird im tiefen Narkoseschlaf | | | 
aufgebunden. | | 
40 Blut aus der Ohrvene ......! OY 3) 
5380 Zucker im Harn. | -t. . 
535 Blutentnahme aus Ohrvene. .. . 0,28 -t- ° 
605 > v » ° ry . . 0.34 +. 
640 > > ee 0,42 +. 


Harnmenge seit Auftreten von Zucker 35 ccm. 
Zuckergehalt 2,5 °%/o. 
Kein Aceton. 
Bemerkung. Der abnorm hohe Zuckergehalt in diesem Fall er- 
klart sich wohl durch die ungewohnlich grofe Erregung des Tieres. 


Versuch XXIV. Weibliches Kaninchen, 2400 g. 10. VII. 13. 
Dasselbe Tier wurde im Versuch XXIII verwendet. 
Fesselung, Athernarkose, ohne Freilegung der Carotis. 


——————————————————————————————————————_—_———_—___aaQaQaQgaa aaa. 


|Blutzucker | Zucker | Tempe- 





| in fo | im abge- | asiiens 
| Mittel aus | preften | 
\3 Analysen; Harn | rectal 
320 Blutentnahme mit Stich aus der Ohr- | | 
vene, Tier munter, noch nicht ge- | | | 
SS a a ee ee a eee 0,15 | o | 38,82 
330 Fesselung, | | | 
34 Blutentnahme aus Ohrvene. ...| O14 | fy) | 38,29 
420 > > » evince cece 4 0,15 | | 37.7 0 
510 > : eaicuaes 0,17 9 _ 37,4° 
5380 Athernarkose. | | 
550 Blutentnahme aus Ohrvene. .. . 0,20 | o | 87,5° 
25 ; ; >» ...-| O98 | o | 8728 
705 . , » «s-s| O86 | o | 865° 
740 > > - a eed ‘ | 0 | , 
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Versuch XXII. 








Weibliches Kaninchen, 2700 g. 
Fesselung, Narkose, Praparation der Carotts. 
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4. Vil. 13. 





EA 
Blutzucker Zucker = Tempe- 
in %o im abge- is 
Mittel aus  prefiten : 
.3 Analysen Harn rectal 
920 Blutentnahme aus der Ohrvene vor 
der Fesselung .......-. 0,10 0 37,62 
930 gefesselt. 
945 Blutentnahme aus Ohrvene 0.13 0 36,7 ° 
1020 > > . 0.14 re) 
1190 » ae 0.16 oO 36.0? 
1150 > > 0.14 ra 362° 
{15 , 0,13 0 36,2° 
325 5 7 , > 0.14 rs) 36,4? 
339 Beginn der Athernarkose. 
415 Blutentnahme aus der Ohrvene . 0.15 0 35.5 ° 
450 : 0,20 o 
455 Carotis freigelegt. 
590 Blutentnahme aus Carotis 0.20 0 B52” 
605 > > 0.20 0 , 
650 ; 0.22 0 3o,1° 
755 > » e 0.19 0) 34,59 
Qld » one 0,22 7. 34,0? 


Versuch XXV. (Tier von Versuch XXIII und XXIV.) 
Weibchen, 2400 g. 11. VII. 13. 


Fesselung, Athernarkose, Freilegung der Carotis. 








| Blutzucker Zucker — Tempe- 
| in %o im abge- sails 
| Mittel aus preften ; 
3 Analysen Harn rectal 
450 Blutentnahme aus der Ohrvene 
durch Stich vor der Fesselung. . | 0,12 | W . 
500 Tier ruhig aufgebunden.... . ; ; 39,2 ° 
530 Blutentnahme aus Ohrvene ‘ 0,18 0 384° 
600 ; >» » > - a | 0,18 4) 580° 
610 Athernarkose. | 
630 Tier schlift tief. | 
635 Blutentnahme aus Ohrvene .. . | 0,25 0 
720 > > > —— 0,22 0 
925 Freilegung der Carotis, Einbinden | 
ge | a ‘ 0 37 ° 
. . 
930 Blutentnahme aus der Carotis . . | (0),22 0 
1000 > » > » . 1 0,20 
Tier schlaft fest. | 
1030 Blutentnahme aus der Carotis. . | 0,19 ) 56,9” 
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Versuch XXI. Méannliches Kaninchen, 2500 g. 1. VII. 13. 
Tier vom Versuch XX, bei dem Narkose allein, ohne Fesselung geringe 
Hyperglykimie bewirkte. 

Fesselung, Athernarkose, Freilegung der Carotis. 











Blutzucker Zucker im Tempe- 
in °%/o katheteri-.  ratur 

Mittel aus _ sierten rectal 

3 Analysen Harn —§ gemessen 





855 Blutentnahme aus der Ohrvene vor 





der Fesselung .. . ‘: % 0,10 _ 36,6 ° 
Hierauf Fesselung, Athernakose, 
Freilegung der Carotis und Ein- 
binden einer Kaniile. 
930 Operation beendigt, Tier schlaft tief, 
vor Abkiihlg. durch Tiicher geschiitzt. 
982 Blutentnahme aus der Carotis. . 0,29 | — ' 
1()05 » > » . © 0,37 id 39,0 “ 
1030 Zucker im Harn ........ + 35,3 ° 
1045 Blutentnahme aus Carotis, Tier 
a, a re cr meme 0,39 aL ‘ 
1115 Blutentnahme aus Carotis. . . . O44 ) + 
1145 » > <p. ow 0,48 a 34,5 ° 
Tier im tiefen Schlaf. 
125 Blutentnahme aus Carolis. ... 0.53 | ate 33,0 ° 
Gesamtharn seit 1080 — 32 ccm. — 4.20 eins 


Versuch XVIII. Weibliches Kaninchen, 2500 g. 30. VI. 13. 


Narkose mit Ather, Fesselung, Freilegung der Carotis. 








Blutzucker Zucker | Tempe- 
in °/o (im abge-| ratur 

_Mittel aus | prefiten rectal 

3 Analysen, Harn | gemessen 





250 Blutentnahme aus der Ohrvene durch | 

ORs 5s os & ee Oe 0,12 i) 36° 

Hierauf Narkose. Nachdem das | | 

Tier tief schlaft, wird es auf den 
Operationstisch gespannt. 

305 Blutentnahme aus Ohrvene.. . 0,16 o 

315 In tiefer Narkose Carotis freigelegt. 
eine Kaniile eingefiihrt. 





0 Bint aus Carotie. « « «6 6 + ws 0,23 35,5 °® 
3 Zacker im Harm. ...««s*% ‘ 1 ‘ 

495 Blutentnahme aus Carotis il aK 0,32 oe 34,0° 
j40 > < eee 0.35 , 33,5 ° 
510 > , .+ee| 087 | + 33,5 ° 
re re eee er eee | 32,0° 


Bemerkung. Die tiefen Temper oe wurden wit gewOhnlichen 
Thermometern gemessen. 
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Versuch XVI. Miénnliches Kaninchen, 2700 g. 26. VI. 13. 
Narkose, Fesselung, Freilegung der Carotis. 






_Blutzucker Zucker im Tempe- 
in %o katheteri- 

| Mittel aus _ sierten 

3 Analysen Harn rectal 


ratur 





400 Blutentnahme aus Ohrvene durch 


Stich, vor der Fesselung. ... . Q,12 iD 36,6" 
415 Tier im tiefen Narkoseschlaf auf- 

gebunden. 
420 Blutentnahme aus Ohrvene. ... | 0.13 0 
420 Carolis freigelegt, Kaniile  einge- 

bunden. 
440 Blutentnahme aus der Carotis . . 0.18 D 36,3 ° 
510 » . a 0.20 0 36,1 ° 
545 > > > a 0.22 ‘a 35.2° 
615 > > > — 0,23 W 33,5 ° 
640 5 > 0,25 | s 33,0 ° 
715 > > : > 2 0,26 iD | 33,0° 


Versuch XVII. Kaninchen von Versuch XVI. 27. VI. 13. 
Méinnchen, 2700 g. 
Fesselung, keine Narkose, Carotis freigelegt. 





























Blutzucker Zucker im) Tempe- 
| in %o katheteri-|  ratur 
Mittel aus — sierten rectal 


3 Analysen| Harn — gemessen 





345 Blutentnahme aus der Ohrvene durch | 


Stich, vor der Fesselung. ... . 0.15 0 37,8 ° 
490 wird das Tier aufgebunden, es ist 

ziemlich ruhig 
400 Carotis wird freigelegt, eine Kaniile 

eingebunden. 
4% Blutentnahme aus Carotis 0.24 g 37,6 ° 
430 , ‘ 0,29 36,3 ° 
590 » it eee 0.32 o 36,0 ° 
520 Zucker im Harn . 
539 Blutentnahme aus der Carotis O41 35) ° 
6310 ‘ xs : ne 0,47 +. 34° 

oo? 


g4d 
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Zur Erleichterung der Ubersicht seien die Hauptergebnisse 
der Untersuchungen noch einmal tabellarisch zusammengefabt. 





A Na A CSE SIS ON RRL Se TTT TLE IETS I TET TES TE I TET TS TE 2c ET TE 








Versuch Freilegung Hyper- 
Ne Fesselung / Ger : Narkose glykimie Glykosurie 
alsgefaife bis 
V + “fo 0,33 °/o 
VI } — . 0,22 Jo 
VII -4 — 0,21 °/o 
VIII ~- 0,20 °/o 
IX — 0,27 °/o 
X -; 0,33 °/o 7,8 %/o 
XI _- 0,17 °o 
XII -- ~1- 0,42 %/o 6,25 %/o 
XHI +} — Morphium 0,21 °/o 
XV -| +. > 0,40 °o 4,5 % 0 
XVI 4 + Ather 0,26 %/o 
XVII -|- 0,47 0 +- 
XVIII +. 1. Ather 0,37 Jo 1 
XX = — 0,17 %/o 
XX] -* — > 0,50 %/o t,2 %o0 
XXII ote +. 0,22 °/o 
XXIII -+ — » 0,42 °/o 2,5 %/o 
XXIV -f- — > 0,25 °/o 
XXV -} + > | 0,23 %/o 


Kommen wir nun auf unsere Versuche naher zurtick, so 


zeigt sich, da in den Versuchen VI, VII, VIII, IX bloBe Fesse- 
lung auf den Operationstisch bei Blutentnahme aus der Ohr- 
vene ohne Freilegung der Carotis eine Zunahme des Blut- 
zuckers bis zu 0,27°/o zur Folge hatte. Hierbei wurde die Ab- 
kiihlung beriicksichtigt, die Tiere durch Bedecken mit Tiichern, 
bezw. durch Wirmezufuhr mittels Wirmeflasche davor geschutzt. 
In einem der Versuche wurde auch der Nacken- und Kopthalter 
weggelassen, um Druck auf den Vagus auszuschiiefen. ') 
Bemerkt sei, da die Tiere das letzte Futter mindestens 


!) Wiihrend der Niederschrift der vorstehenden Arbeit erschien eine 
Abhandlung von Jacobsen (Biochem. Zeitschrift, Bd. 51, Heft VI), worin 
er ebenfalls einige Beobachtungen tiber Fesselungshyperglykamie mitteilte. 
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6—7 Stunden vor dem Versuch bekommen haben, mit Riick- 
sicht darauf, dafi bei normalen Tieren unmittelbar nach der 
Mahlzeit, besonders dann, wenn diese stark stirkehaltig ist, eine 
kurzdauernde Hyperglykimie eintritt (Bang, Der Blutzucker). 

Im Versuch X hatte die Aufbindung allein, ohne dab 
irgendwelche anderen Manipulationen an dem Tier vorgenommen 
wurden, 2 Stunden nach der Fesselung eine solche Hyper- 
glykiimie zur Folge (im Mittel 0,33°/o), daf Zucker im Harn 
auftrat. Diese Glykosurie konnte noch 4 Stunden weiter ver- 
felgt werden, dann wurde aus auferen Griinden der Versuch ab- 
gebrochen. Der Zuckergehalt des Harns schwankte zwischen 
3,9°/o und 7,8°/o (Girung). 

Aus unseren Versuchen ergibt sich, dafi im Durchschnitt 
bei einem Blutzuckergehalt von 0,27°/o bis 0,35°/o Zucker im 
Harn erscheint. Es sei noch bemerkt, dal} mit der Zucker- 
ausscheidung eine Steigerung der Diurese verbunden war. 

Im Gegensatz hierzu stieg der Blutzuckergehalt bei einem 
nicht aufgebundenen Kaninchen im Verlauf einer 2'/2stiindigen 
Serienuntersuchung nur von 0,11°/o auf 0,17°/o (Versuch Nr. XI). 
Dies sind Schwankungen im Blutzuckergehalt, die wohl auf die 
psychischen Erregungen des Tieres gelegentlich der blutent- 
nahme aus den Ohrvenen durch Stich zuriickzufiihren sind, 
und die tibrigens im Verhaltnis zu der Blutzuckerentnahme bei 
bloB gefesselten Tieren nicht gering sind. 

Dasselbe Tier (Nr. XII) weist im gefesselten Zustand 
ca. 1 Stunde nach schonender Freilegung der Carotis und 
Jugularis eine Zunahme des Blutzuckers von 0,15°/o auf 0,40°/o 
mit 6,2°/o Zucker im Harn auf. Auf diese hohen Blutzucker- 
werte scheint doch die Freipraparierung der grofen Hals- 
gefiibe von bedeutendem Einfluf zu sein; hierbei wurden die 
Halsnerven, besonders der Vagus in schonendster Weise be- 
handelt und eine Reizung desselben nach Moglichkeit vermieden. 
Kin starkes Herabsinken der Temperatur konnte auch in Fiillen 
beobachtet werden, bei denen es nicht zur Glykosurie kam. 

Bei den beiden mit Morphium subcutan gespritzten Tieren 
(Versuch XIII 0,03 g, Versuch XV 0,04 g) lat sich ein deutlicher 
EinfluB des Alkaloids auf die Blutzuckerzunahme nicht feststellen. 
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Nach unseren friiheren Erfahrungen miissen wir die Blut- 
zuckerzunahme einzig und allein auf die Fesselung im Ver- 
such XIII, auf Fesselung und Operation im Versuch XV zuriick- 
fiuhren und k6nnen nur sagen, dafi durch Morphium in mittleren 
Dosen die Fesselungshyperglykiimie resp. Fesselungsglykosurie 
nicht verhindert werden kann. Dab die Morphiumdosen gentigend 
waren, geht daraus hervor, dafi beide Tiere am niachsten Tag 
zugrunde gingen, was bei den tibrigen Versuchen niemals der 
Fall war. 

Die von R. Luzatto (Arch. fiir exper. Path. u. Pharmak., 
Bd. 52) behauptete Morphin-Hyperglykémie und Glykosurie er- 
scheint nach diesen Versuchsergebnissen mehr als zweifelhaft. 
Kine Hyperglykamie nach geringen Morphiumdosen konnte kiirz- 
lich Oppermann beim Hunde nachweisen (Deutsche Zeitschrift 
fiir Nervenheilkunde, Bd. 47 u. 48, 5S. 590). 

Solange nicht ausdriicklich nachgewiesen ist, dal} wirk- 
lich ausschlieblich das Morphium Ursache der Hyperglykiimie 
war, sind auch die Versuche Oppermanns fiir das Bestehen 
einer wahren Morphinhyperglykamie und Glykosurie nicht be- 
weisend., 

Die bei den Versuchen mit Athernarkose hervorgerufene 
Hyperglykiimie und Glykosurie darf nicht als eine wahre Ather- 
hyperglykiimie gedeutet werden. 

So hatten wir im Versuch Nr. XX bei tiefer Athernar- 
kose ohne Fesselung und ohne Freilegung der Carotis eine 
Blutzuckerzunahme von 0,14°%/o auf 0,17°/o zu verzeichnen, 
Werte, wie wir sie auch beim nicht gefesselten Tier ohne Nar- 
kose erhielten. 

Dasselbe Tier, am niachsten Tag gefesselt, narkotisiert 
und operiert zeigte eine Blutzuckerzunahme von 0,11°/o vor 
der Fesselung auf 0,53 am Ende des Versuches in tiefer Nar- 
kose. Der Zuckergehalt des Harnes betrug 4,2°/o im Mittel. 

Eine Zuckerzunahme im Blut nach Fesselung, bezw. 
Fesselung und Freilegung der Carotis trotz Athernarkose 
konnten wir in allen unseren Versuchen nachweisen, auch 
dann, wenn das Tier erst im tiefsten Narkoseschlaf auf den 
Operationstisch gebunden wurde. Wir konnten nachweisen, 
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da’ beim Kaninchen schon die Erregung bei Beginn der Ather- 
narkose und ein kurzes Exzitationsstadium in der Narkose 
gentigten, um eine betriichtliche Steigerung des anfangs normalen 
Blutzuckergehaltes hervorzurufen. 

Anderseits glauben wir erwiesen zu haben, dab ein durch 
Fesselung bezw. kleine operative Eingriffe wie Freilegung der 
Carotis bewirkter Nervenchok, der als Ursache der Hyper- 
elykimie und Glykosurie des gefesselten Tieres anzusehen ist, 
durch tiefe Athernarkose nicht ausgeschaltet wird. 

Jedenfalls eignet sich das Kaninchen im gefesselten Zu- 
stand nicht zu irgendwelchen Versuchen tiber den Blutzucker- 
gehalt. Ob beim Hund Fesselungshyperglykiimie eintritt, ist 
uns nicht bekannt, jedoch behalten wir uns entsprechende 
Versuche noch vor. 

Solange alle Untersucher nicht beriticksichtigt haben, dal 
allein die einfachsten MaBnahmen zur Untersuchung wie blofbe 
Kesselung oder Blutentnahmen des Tieres schon geniigen, um eine 
betriichtliche Blutzuckerzunahme hervorzurufen, miissen wir 
die von ihnen angefiihrten Resultate und die daraus_ hervor- 
gehenden Schlufifolgerungen mit grofter Vorsicht aufnehmen. 

Als Entschuldigungsgrund muf allerdings gelten, dafi man 
mit den alteren Methoden zum Nachweis des Blutzuckers die 
feinen Schwankungen und Steigerungen im Blutzuckergehalt 
nicht nachweisen konnte, ganz abgesehen davon, dal} schon 
durch einmalige grOSere Blutentnahmen Hyperglykimie erzeugt 
werden kann (Aderlabhyperglykamie), dali anderseits bei nicht 
sofort verarbeitetem Blut Glykolyse eintritt. 

Luzatto konnte nicht bei allen seinen Versuchen durch 
Morphium Glykosurie hervorrufen und spricht von individuellen 
Bedingungen, welche manchesmal das Auftreten von Glykosurie 
verhindern. Wir haben nachgewiesen, dafi beim Kaninchen 
bloBe Fesselung Hyperglykimie oder Hyperglykimie und Gly- 
kosurie zur Folge hatten, die von subcutanen Morphiuminjek- 
tionen ganz unbeeinflubt waren. 

Bei seinen Zuckerversuchen am Hund fand Seelig (Arch. 
f. exp. Path. u. Pharmak., Bd. 52), daB die im Harn ausge- 
geschiedenen Zuckermengen zu den eingefiihrten in keinem 
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Verhiltnis standen. Als Ursache vermutete er, da er eine der- 
artige Glykosurie durch blobe experimentelle Eingriffe aus- 
schlieBen zu diirfen glaubte, die gebrauchten Narkotica (Ather- 
Morphium). Auch er hat mit Morphium ganz inkonstante 
Wirkungen erzielt, fand jedoch bei Ather stets nach mehr oder 
minder langer Zeit Glykosurie. Die Experimente wurden an 
mehreren Hunden und an 4 Kaninchen ausgefiihrt und in 
10 Minuten bis 2 Stunden, beim Hund im Mittel in 1 Stunde 
nach dem Versuch Glykosurie beobachtet. Dies sind Befunde, 
wie wir sie beim Kaninchen auch ohne Narkose zu verzeichnen 
haben. Auch der Zuckergehalt des Harnes hilt sich bei 
unseren Versuchen in den Grenzen der Seeligschen Ather- 
versuche. 

Der einzige Fesselungsversuch ohne Narkose, den Seelig 
am Hunde ausfiihrte, ist unserer Ansicht nach nicht beweisend: 
dieser Versuch von Seelig wurde so angestellt, dai das Tier 
21/2 Stunden ohne Narkose gefesselt blieb, wahrend welcher 
Zeit im Urin kein Zucker auftrat. Nach jetzt eingeleiteter Ather- 
narkose traten nach einer zweiten !/2 Stunde Spuren von Zucker 
im Harn auf. Es ist offenbar mdglich, sogar wahrscheinlich, 
dafi in den 2'/2 Stunden der Fesselung ohne Narkose bereits 
eine ziemlich hochgradige Hyperglykaémie aufgetreten war, 
welche auch ohne Narkose die kritische Grenzkonzentration 
von 0,3°/o erreicht hiitte. Der Ansicht Seeligs, daf Dyspnoe 
und die durch das Experiment bewirkte Abkiihlung nicht die 
Ursache der Glykosurie sind, mtissen wir auf Grund unserer 
Versuche zustimmen. Bemerken mochten wir noch, da’ die 
von Seelig nach Athernarkose gefundenen Blutzuckerwerte 
auffallend gering sind und zu den Zuckermengen im Harn in 
keinem Verhiltnis stehen. 

(Blutzucker 0,155°/o, in dem '/2 Stunde spiiter gelassenen 
Harn 8°/o Zucker. ) 

Ubrigens ist auch Bang der Ansicht, daB Seeligs Blut- 
zuckerbestimmungen unrichtig sind. 

Fassen wir nun das Resultat unserer Untersuchungen zu- 
sammen, so konnen wir sagen, dah beim Kaninchen Fesselung 
und die zur Blutentnahme notwendigen Manipulationen allein 
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geniigen, um in allen Fallen Hyperglykiimie, in manchen auch 
Glykosurie hervorzurufen. 

Der Eintritt der Glykosurie ist abhingig von dem Zucker- 
gehalt des Blutes; bemerkenswerterweise hat sich auch in 
unseren Versuchen gezeigt, daB der klassische, von Cl. Bernard 
fiir die Piqire angegebene Wert von 0,3°/o Blutzucker tat- 
sichlich ungefiihr die untere Grenze darstellt, obwohl, wie 
auch schon Bang bemerkt hat, diese Zahlenangabe von C1. 
Bernard ohne eigene experimentelle Grundlage ist und ein- 
fach als ein nicht verstandenes Zitat aus Lehmann in die 
Literatur tiberging. 

Alle Angaben iiber Zunahme des Blutzuckergehaltes nach 
Injektionen irgendwelcher Substanzen oder nach Narkosen sind 
vorléufig als unbewiesen anzusehen, solange nicht geniigend 
beriicksichtigt ist, ob nicht die Art der Versuchsvornahme 
(Fesselung, Blutentnahme, Aufregungszustand bei der Narkose) 
geniigt hatte, um die gefundene Blutzuckerzunahme und Gly- 
kosurie in dem entsprechenden Versuch zu erkliiren. 

Die niichste Aufgabe wird also sein, die in der vor- 
liegenden Arbeit am Kaninchen angestellten Versuche am Hund 
zu wiederholen. Sollte sich auch fiir dieses Versuchstier die 
Existenz einer Fesselungshyperglykiimie in dem beim Kaninchen 
gefundenen Umfang herausstellen, so wiirde die gesamte 
Forschung tiber den Blutzucker einer vollstiindigen experimen- 
tellen Neubearbeitung bediirfen. 


Zum Schlu{ sprechen wir Herrn Professor J. Miller, 
auf dessen Veranlassung hin vorstehende Versuche unter- 
nommen wurden, fiir das unseren Arbeiten entgegengebrachte 
Interesse und die dabei gewihrte Unterstiit7ung unseren herz- 


lichen Dank aus. 








Uber Katalysatoren der alkoholischen Garung. 
Il. Vorlaufige Mitteilung. 


Von 


Hans Euler. 


Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 25, Juli 1913.) 


In der vorhergehenden Mitteilung!) wurde tiber die Tat- 
sache berichtet, daf Alkalisalze organischer, besonders alipha- 
tischer Siiuren die Giirung der lebenden Hefe stark fordern. So 
erhoht ein Zusatz von 0,04 g Ammoniumformiat zu 110 cem einer 
RohrzuckerlOsung die Giirungsgeschwindigkeit um etwa 75°/o. 

Is wurde an der genannten Stelle bereits betont, dab 
Trockenhefe und Hefeprefsaft in ihrer Gaérwirkung durch ent- 
sprechende Salzzusétze nicht oder nur unwesentlich beeinflubt 
werden. Daraus wurde geschlossen, «daf die betreffenden Salze 
entweder ihre beschleunigende Wirkung iiberhaupt nicht auf die 
Giirungsenzyme ausiiben, oder daf das von diesen Salzen be- 
einflujte Enzym nur in der frischen Hefe zur Geltung kommt». 

Wir haben seither die Frage nach der Wirkungsart dieser 
Salze experimentell weiter verfolgt und besonders die erste 
der oben erwiihnten Méglichkeiten, dai es sich nicht um eine 
Knzymwirkung, sondern eine Erscheinung anderer Art handelt, 
niiher gepriift. 

Es lag nahe zu vermuten, daf es sich um eine Veriinde- 
rung der Protoplasmaschicht resp. allgemeiner der iiuBeren Zell- 
schichten handelt und hierbei war wiederum eine Adsorption 
und damit zusammenhiingende Beeinflussung der Oberflachen- 
spannung in Betracht zu ziehen. 

Die ersten Versuche waren insofern negativ, als sie er- 
gaben, daf die Natrium- und Ammoniumsalze der friiher unter- 


') Euler und Cassel, Diese Zeitschrift, Bd. 86, S. 122, 1913. 








Uber Katalysatoren der alkoholischen Girung. 


suchten Siiuren von der lebenden Hefe nicht oder nur sehr 
unbedeutend adsorbiert werden. Indessen blieb die Méglich- 
keit, daf.schon eine chemisch kaum nachweisbare Adsorption 
dieser Salze eine bedeutende Anderung der Oberfliichenbe- 
schatfenheit der Zellen im Gefolge hat, und es wurde deshalb 
untersucht, ob nicht eine analoge Beschleunigung der Giirung 
durch Farbstoffsalze eintritt, deren Adsorption sich erheblich 
leichter nachweisen libt als diejenige an Salzen aliphatischer 
Sduren (Seifen). Dabei haben sich nun neue, unerwartete Er- 
scheinungen ergeben. 

Unter den untersuchten Farbstoffsalzen: Eosin, Wasserblau, 
Alkaliblau, Siureviolett, Pyraminorange, Aurin, Naphthylenrot, 
Primulin, Diaminblau B, Carbazolgelb, Tuchrot 3G, Alkaligelb R, 
Helianthin und Echtblau wirkten einige auf lebende Hefe tiber- 
haupt nicht ein, eine andere Gruppe wurde deutlich adsorbiert 
und schlieblich existiert eine Reihe von Farbstoffen, welche in 
die allem Anschein nach noch lebenden Hefezellen eindringen, 
aber in dieser Hinsicht in hohem Grade von der Giirtitigkeit 
der Hefe abhiingig sind. Dieser letztgenannte Umstand erinnert 
an die Tatsache, welche Herr J. Lundberg!) vor einiger Zeit 
im hiesigen Laboratorium gefunden hat, dali namlich die Ver- 
giftung der Hefe durch Cyklamin von der Gartitigkeit der Hefe 
abhingig ist, insofern als eine Vergiftung der lebenden Hefe 
nur in Gegenwart von Zucker stattfindet. 

Diese Abhiingigkeit des Eindringens der Farbstoffe in die 
lebende Hefe von dem physiologischen Zustand derselben, und 
andererseits die Ubergiinge, welche sich zwischen Adsorption und 
Losung zeigen, machen die hier erwiahnten Erscheinungen sehr 
kompliziert und erfordern zahlreiche Beobachtungen an ver- 
schiedenen Farbstoffen und Hefen. Immerhin konnte jetzt schon 
sicher konstatiert werden, dafi mit einer Reihe von Farbstoff- 
salzen eine deutliche Adsorption eintritt. 

In dieser kurzen, vorléufigen Mitteilung mochte ich aber 
besonders auf die Analogie hinweisen zwischen der in der vor- 
hergehenden Mitteilung erwihnten Beschleunigung der Giirung 
durch die Alkalisalze der Fettsiituren und der ganz neuerdings 


') Zeitschr. f. Giirungsphysiol., Bd. 2, S. 223, 1913. 
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von H. J. Hamburger und J. de Haan') beobachteten sehr 
interessanten Tatsache, daf die Phagozytose durch die gleichen 
Salze — untersucht wurden besonders Natriumformiat und 
Natriumbutyrat — befoérdert wird. 

Hamburger und de Haan nehmen an, daf die genannten 
Seifen die Phagozytose dadurch steigern, dafi eine von deren 
sedingungen, niimlich die améboide Bewegung befodrdert wird, 
und zwar durch Verminderung der Oberflichenspannung. Der 
Frage, ob Einfliisse aéhnlicher Art bei der Hefe auftreten, haben 
wir experimentell noch nicht néher treten kinnen und mochten 
uns das weitere Studium der hier mitgeteilten Erscheinungen 
beziiglich der Hefen noch einige Zeit vorbehalten. 


1) Arch. f. Anat. u. Physiol., 1913, S. 77. 








Uber das Vorkommen von Bernsteinsdure im Fleischextrakt 
und im frischen Fleische. 
Von 


Hans Einbeck. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 25, Juli 1913.) 


Unter den sauren Extraktivstoffen der Muskeln kommt 
neben der Milchsiiure, die schon friihzeitig gefunden wurde,') 
der Bernsteinsiiure eine besondere Holle zu. 

Der erste, der Bernsteinséure, allerdings nicht aus Muskel- 
gewebe, sondern aus Driisensiiften (Rindermilz, Thymus und 
Thyreoidea von Kiilbern) isolierte, war v. Gorup-Besanez.?) 
Als Bestandteil des Fleischextraktes findet sie Weidel bei der 
Aufarbeitung unléslicher Riickstiinde von Bleizuckerfiallungen, die 
zur Darstellung von Carnin dienen sollten.*) Besondere Bedeu- 
tung wurde dem Vorkommen der Bernsteinsiiure in tierischen 
Sekreten und Muskelextrakten zuteil, nachdem E. und H. Sal- 
kowski nachgewiesen hatten, daf die Siure als ein standiges 
Produkt der Eiweiffaiulnis auftritt.4) Die Bernsteinsiure galt 
nach diesem Befunde als bactericides postmortales Produkt, 
zumal «die gleichzeitig angestellte Untersuchung von frischem 
Fleisch nur zweifelhafte Spuren der Siiure lieferte». Da E. Sal- 
kowski der Frage nach dem eventuellen Vorkommen von 
Bernsteinséure in frischem tierischen Gewebe schon damals 
grohe Wichtigkeit zuerkannte, lief er dieselbe durch Blumen- 
thal erneut und eingehend priiffen. Aber auch bei dieser 
Untersuchung konnte in frischem Gewebe keine Bernsteinsiiure 


') Liebig, Liebigs Annalen, Bd. 62, S. 326 (1847), 
2) Liebigs Ann., Bd. 98, S. 28 (1856). 

3) Liebigs Annal., Bd. 158, S. 366 (1871). 

*) Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 12, S. 650 (1879). 
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gefunden werden.') Zu demselben Resultate kommt Macleod.?) 
Auch H. Wolff konnte aus Fleisch nur dann Bernsteinséure 
isolieren, nachdem es partiell in Féulnis ibergegangen war. %) 
Als eine etwas abweichende Entstehungsweise der Bernstein- 
siiure aus tierischem Gewebe (hauptsiichlich Leber) wurde von 
Magnus-Levy die aseptische und antiseptische Autolyse auf- 
gefunden. *) 

Wiihrend die Befunde aller vorerwaéhnten Forscher die 
Jernsteinsiiure als ein Zertriimmerungsprodukt des tierischen 
EKiweibes ganz allgemein erscheinen lieben, glaubte inzwischen 
Siegfried den Bestandteil des tierischen Gewebes, welcher 
auch ohne Bakterienwirkung Bernsteinséure liefert, gefunden 
zu haben.°) Es war ihm gelungen, aus Fleischextraktlisungen, 
aus denen durch Behandlung mit Baryum- oder Calciumsalzen 
der anorganische Phosphor entfernt war, durch Fiéllung mittels 
Kisenchlorid ein Produkt zu erhalten, welches bei der Hydro- 
lyse Bernsteinsdure lieferte. Es war dieses die heifumstrittene 
Phosphorfleischséiure und deren Eisenverbindung, das Carni- 
ferrin, nach Siegfried ein Extraktivstoff der Muskeln, der die 
Bernsteinsiiure als integrierenden Bestandteil in sozusagen 
komplexer Bindung oder vielmehr so vorgebildet enthalt, dab 
sie bei der Hydrolyse als Spaltstiick entsteht. Den beweis fur 
die Einheitlichkeit des Carniferrins sah Siegfried, wenn er 
auch von der chemischen Identitaét der einzelnen Nucleone 
verschiedener Herkunft (Fleisch vom Kalb, Pferd, Rind usw., 
Milch) absehen wollte,*) im verhiltnismébig guten Uberein- 
stimmen der Analysenzahlen fiir Stickstoff, Phophor und Eisen 
bei Carniferrinen verschiedener Herkuntft. ’) 

Die Ansicht von Siegfried, durch Eisenchloridfillung 
von Fleichextraktlisungen zu einer chemisch einheitlichen 


') Virchows Archiv, Bd. 137, S. 539 (1894). 
2) Diese Zeitschrift, Bd. 28, S. 557 (1899). 
°) Beitrige zur chem. Physiol. u. Pathol., Bd. 


*) Beitriige zur chem. Physiol. u. Pathol., Bd. 


S. 254 (1903), 
S. 274 (1902). 


, 
4, 
9 
as 


®) Arch. f. Anat. u. Physiol., Physiol. Abt., 1894, 5. 401. — Diese 
Zeitschrift, Bd. 21, S. 360, 380 (1895/6); Bd. 28, S. 524 (1899). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 28, S. 526 (1899). 
) Diese Zeitschrift, Bd. 21, S. 372 (1895/6). 
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Substanz zu gelangen, wurde sehr bald angegriffen. Sowohl 
Folin!) wie Kutscher?) beschiéftigten sich mit dieser Frage. 
Fiir sie kam aber zunéchst mehr der Pepton- resp. Albumose- 
charakter tragende Anteil des Carniferrins in Betracht. 

Erst als Kutscher und Steudel’) auf der Suche nach 
Methoden, die Giite des kiiuflichen Liebigschen Fleischextraktes 
zu prifen, bei der Verarbeitung desselben erhebliche Mengen 
(bis zu 1 g auf 50 g Fleischextrakt) von Bernsteinsiure fanden, 
wurde die Frage nach der Herkunft der Bernsteinsiure akut. 
Kutscher und Steudel traten derselben zuniichst nicht niiher, 
sie lehnten aber einerseits die Phosphorfleischsiiure als Quelle 
der Bernsteinsiiure ab, anderseits glaubten sie auch bactericide 
oder autolytische Prozesse fiir die Entstehung der Siiure nicht 
in Betracht ziehen zu sollen. 

Siegfried‘) suchte das von ihm aufgefundene Carni- 
ferrin gegen die Angriffe von Kutscher und Steudel zu 
verteidigen, indem er nachwies, daf die Isolierungsmethoden 
der Bernsteinsdure jener zu einer Spaltung der Phosphor- 
fleischsiiure fiihren mubten. Er kommt auf Grund seiner Ver- 
suche zu dem Schlusse, da{i er zwar die Frage, ob es Fleisch- 
extrakte mit priiformierter Bernsteinsiiure giibe, offen lasse, 
daB aber der Gegenbeweis dafiir, dafi die Bernsteinsiéure als 
Zersetzungsprodukt von Extraktivstoffen der Muskeln anzusehen 
ist, und daf Phosphorfleischsaéure dieser Extraktivstoff ist, 
nicht erbracht sei. 

Den Versuch, die Frage nach priiformierter Bernstein- 
siiure im Fleischextrakt unter Ausschaltung der Moglichkeit 
einer Zersetzung der Phosphorfleischsiure zu _ entscheiden, 
machte H. Wolff.) Er ging von der Uberlegung aus, dal 
bei der Fiallung der Phosphorfleischséure durch Eisenchlorid 
zwar ein Teil der etwa vorhandenen praformierten Bernstein- 
siure mitgefillt wiirde, dafi aber hédchstwahrscheinlich ein 

1) Diese Zeiischrift, Bd. 25, S. 163 (1898). 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 26, S. 119 (1898/9). 

8) Diese Zeitschrift, Bd. 38, S. 101 (1903). 

4) Diese Zeitschrift, Bd. 39, S. 126 (1903). 

*) EK. Salkowski, Festschrift, 1904, S. 443. 
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Teil derselben der Fallung entgehen wiirde. .Er verarbeitete 
infolgedessen die Mutterlaugen des Carniferrins auf Bernstein- 
siiure, und es gelang ihm, tiberall da, wo die gefillte Phosphor- 
fleischsiure nach der Hydrolyse Bernsteinséure lieferte, die- 
selbe im Filtrat des Cerniferrins gleichfalls nachzuweisen. 

Dieser Befund wire beweisend, wenn nicht der Einwand 
gemacht werden konnte, dali diese Bernsteinséiure etwa aus 
Phosphorfleischsaure stammt, die der Carniferrinfallung entgangen 
und dann bei der Weiterverarbeitung gespalten worden ist. 

AnschlieBend an die Versuche von Wolff wandte auch 
ich meine Aufmerksamkeit den Mutterlaugen des Carniferrins 
zu. Es zeigte sich, dab dieselben durch weitere Zufiigung von 
Kisenchlorid und nachfolgende Neutralisierung mit Ammoniak 
erneute und zwar sehr erhebliche Niederschlagsmengen liefern. 
Die Niederschliige wurden von mir bisher nur auf Bernstein- 
siiure und Phosphorgehalt untersucht. Es ergab sich, dafh 
dieselben stets Bernsteinsiiure enthielten und zwar prozentual 
iihnliche Quantitéten, wie die Carniferrinfallungen. Um = zu 
sehen, ob diese II. Fillungen die bernsteinsiure der Lésung 
quantitativ entzogen hatten, wurden die Mutterlaugen derselben 
eingedampft und nach Zugabe von Schwefelsiiure mit Ather- 
Alkohol erschépft. Es zeigte sich, daf teilweise auch diese 
Mutterlaugen noch Bernsteinsiéiure enthielten. Die Summe der 
aus den Il. Fiéllungen und deren Mutterlaugen gewonnenen 
Bernsteinsiiure betrug das 3—6fache der aus Carniferrin iso- 
lierten Siiure. 

Um nun festzustellen, ob diese Bernsteinsiure aus Phos- 
phorfleischsiiure stammen kann, die der ersten Fiallung durch 
Kisenchlorid entgangen war, wurde der Phosphorgehalt der 
I. Fiillungen bestimmt. Derselbe ist minimal und diirfte in 
keinem Falle 0,12°/o tiberschreiten. Auch in den Endmutter- 
laugen ist wenig Phosphor enthalten. In dem einen unter- 
suchten Falle (Vers. LFE 34) lauten die Zahlen des Phosphor- 
gehalts fiir Carniferrin, II. Fallung und Mutterlauge 0,232 g, 
0.038 g und 0,048 g. Dieser Befund schlieBt die Méglichkeit 
aus, da’ die relativ groben Bernsteinséuremengen, welche aus 
den II. Fiillungen und deren Mutterlaugen isoliert werden konnten, 
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von Phosphorfleischsiure herrtihren, welche der ersten Eisen- 
chloridfiiilung entgangen war. 

Der geringe Phosphorgehalt der Carniferrinmutterlaugen 
kann aber meines Erachtens auch als Gegenbeweis dafiir heran- 
gezogen werden, dal die gesamte Bernsteinsiiure aus Phosphor- 
fleischsiiure stammt. Man miifite sonst die hochst unwahr- 
scheinliche Annahme machen, dab selbst im frisch bereiteten 
Fleischextrakt nur 14 der vorhandenen Phosphortleischsiure 
als solche intakt ist. (Vers. Fr. F. 2a.) 

Durch diese Versuche glaube ich den Beweis erbraecht 
zu haben, dafii die Siegfriedsche Phosphortleischsiiure nicht 
als der komplexe Extraktivstoff der Muskeln in Betracht kommt, 
auf dessen Zerfall das Vorkommen der Bernsteinsiiure im 
Fleischextrakt zuriickgefiihrt werden mubi. 

Ob itiberhaupt die Annahme eines solchen Stoffes be- 
griindet ist oder nicht, lasse ich dahingestellt sein, umsomehr, 
da ich glaube, die zuniichst wichtigere Fage, ob die Bernstein- 
siure, welche jetzt wohl allgemein als regelmiibiger Bestand- 
teil des Fleischextraktes betrachtet wird,!) wirklich ein post- 
mortales, eventuell bactericides Produkt ist, in negativem Sinne 
entschieden zu haben. Es standen sich in dieser Frage bisher 
zwei Beobachtungen gegeniiber: einmal die bereits erwiihnten 
Arbeiten von Salkowski, Blumenthal, Magnus-Levy und 
Wolff,?) auf Grund deren sich die allgemeine Uberzeugung 
gebildet hat, dais frisches Fleisch keine Bernsteinsiure liefert, 
und dann die Beobachtung von Siegfried, dab aus jedem 
frischen Gewebeextrakt Carniferrin erhalten werden kann, 
welches nach Entfernung des Eisens Bernsteinsaure liefert, *) 
ein Moment, das bisher, meines Wissens, noch von keiner 
Seite herangezogen worden ist. 

Auf Grund letzterer Tatsache, die ich selbst nachgepriift 
habe (Vers. Fr. F. 2 u. 2a), griff ich das Problem, Bernstein- 
') Micko, Chem. Centralbl., 1905, Bd. 2, S. 1379; 1906, Bd. 2, 
S. 625. — Diese Zeitschrift, Bd. 56, S. 208 (1908). — E. Baur und 
Barrschchall, Chem. Centralbl., 1906, Bd. 2, S. 1351; 1911, Bd. 2, S. 1367 


*) l. ¢. 
3) Diese Zeischrift, Bd. 21, S. 383 (1895/6). 
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siiure aus frischem Fleisch zu isolieren, erneut auf. Meine 
irfahrungen mit den Schwierigkeiten der Isolierung der Bern- 
steinsiiure (siehe Methodik) lieBen mich hoffen, zu einwand- 
freien Resultaten zu gelangen. Der Versuch bestétigte meine 
Voraussetzung, dal} frisches Fleisch ebenso wie Fleisch- 
extrakt (Liebig) Bernsteinsiiure hefert. Es konnten isoliert 
werden aus 1.8 kg Hindfleisch (48 Stunden nach Schlachtung) 
Q.133 ¢@ (Vers. Fr. F. 7) und aus 1,75 kg Rindfleisch (von 
demselben ‘Tier wie oben, 7 Tage spiter, also 9 Tage nach 
Schlachtung) 0.122 ¢ (Vers. Fr. F. 8). Zum Vergleich fiige ich 
hier die Zahlen fiir Fleischextrakt an, der nach derselben Iso- 
lierungsmethode verarbeitet wurde. 50 g Extrakt gaben 0,147, 
resp. O150 g. (Vers. L. F. E. 381 u. 32.) Da nun beim Rind- 
fleisch die Versuche mit Fleisch, das 48 Stunden, resp. 9 Tage 
nach der Schlachtung zur Verarbeitung kam, angestellt wurden, 
also hier der Einwand der postmortalen Entstehung nicht aus- 
geschlossen war, konnte bei einem Hunde das Muskelfleisch 
ea. 2 Stunden nach der Tétung des Tieres zur Verarbeitung 
anvesetzt werden. (Vers. Fr. F. 9.) Auch bei diesem Versuche 
wurde Bernsteinsiiure isoliert, und hier sogar erheblich mehr, 
als im Rindfleisch gefunden worden war, niimlich aus 1,5 kg 
0.240 ¢ Bernsteinsiiure. (Vers. Fr. F. 9.) Nicht unerwahnt moéchte 
ich an dieser Stelle eine Miteilung von Behre lassen, dab 
Bernsteinsiiure in Leichenteilen von Hunden, die an Kleesalz- 
vergiftung eingegangen waren, vorkommt.') 

Obgleich meine Befunde durchaus eindeutig sind, sollen 
doch noch weitere Versuche angestellt werden, einmal um die 
bisherigen Resultate zu bestétigen, und dann um zu_ unter- 
suchen, ob sich zwischen Extrakten von Muskeln verschiedener 
Tierarten und auch von verschiedenen Organen quantitative 
Differenzen an Bernsteinséuregehalt ergeben. 

Kine genaue Priifung meines Befundes erscheint um so 
mehr geboten, als derselbe im Widerspruch steht zu den Mit- 
teilungen von Batelli und Stern,?) die bewiesen haben wollen, 
dal} Bernsteinsiiure durch frisches Muskelgewebe zu Apfelsiure 

') Chem. Zeitung. Bd. 36, S. 933 (1912). 

®) Biochem. Zeitung, Bd. 30. S. 172 (1901). 
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oxydiert wird. Wenn diese Angabe als richtig vorausgesetzt 
wird, so hitte man bei der Extraktion der frischen Muskeln 
anstelle von Bernsteinsiiure Apfelsiiure oder doch ein Gemisch 
beider Siiuren erwarten sollen. 

Der Beweis, den Batelli und Stern fiir die Uber- 
fiihrung der Bernsteinsiiure in Apfelsiiure durch die Gewebe- 
atmung beibringen,') kann als solcher nicht anerkannt werden. 
Die Verfasser fiillen das Reaktionsgemisch nach der Koagula- 
tion der Kiweifstoffe mit Bleiacetat, zersetzen den Niederschlag 
mit Schwefelwasserstoff, geben Baryumhydrat hinzu und dampfen 
das Filtrat ein. Ein in weifen Plittechen anschiebendes Baryum- 
salz soll das Vorhandensein von Apfelsiiure (frei von Bernstein- 
siiure?) beweisen. Dieses Baryumsalz (ohne Analyse) beweist 
an sich gar nichts, denn Bernsteinsaéure wird ebenso wie Apfel- 
siiure durch Bleiacetat gefallt und gibt genau wie diese ein 
Baryumsalz. 

Immerhin legte die Arbeit von Batelli und Stern nahe, 
die aus frischem Fleisch isolierte Bernsteinsiiture auf den Gehalt 
von Apfelsiiure zu priifen. Leider existiert bisher noch keine Me- 
thode, die gestattet, die beiden Saéuren durch die verschiedene 
Loslichkeit von Salzen oder dergleichen einwandfrei oder auch 
nur anniihernd zu trennen. Es mubten daher einstweilen die 
kolorimetrischen Methoden nach Pinerua (Firbung mit B-Naph- 
thol in konzentrierter Schwefelsiure)?) und Rosenthaler (Rot- 
firbung mit Diazobenzolsulfosiure)*) geniigen, um Anhaltspunkte 
fir die mOgliche Anwesenheit von Apfelsiiure in den Mutterlaugen 
der Bernsteinsiure zu bieten. Die Untersuchung der in Wasser 
am leichtesten lOslichen Anteile der gefundenen Bernstein- 
siuremengen zeigie (namentlich bei dem Versuch mit Hunde- 
fleisch), dai mit B-Naphthol in konzentrierter Schwefelsiiure 
eine gelbe Loésung mit stark griiner Fluorescenz und mit Dia- 
zobenzolsulfosiiure Rotfiirbung eintritt, so dali die Médglichkeit 
fiir die Anwesenheit geringer Mengen Apfelsiiure vorliegt. Ich 
médchte aber die Entscheidung iiber diesen Punkt weiteren 


') Biochem. Zeitung, Bd. 30, S. 177 (1910). 
7) C. r. de Acad. d. Se., Bd. 12 
5) Chem. Zeit., Bd. 36, S. 830 (1912). 


24, 5S. 292 (1897). 
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Versuchen mit grOferen Materialmengen vorbehalten. Mit der 
Ausarbeitung einer Trennungsmethode der beiden Sauren bin 
ich einstweilen noch beschiftigt. 

Zum Schlusse meiner Ausfiihrungen méchte ich nicht 
verfehlen, auf die einwandfreien Befunde von Thunberg?!) 
sowohl wie von Batelli und Stern?) hinzuweisen, die zeigen, 
dal} die Bernsteinsiiure den respiratorischen Gaswechsel der 
Gewebe stark beeinflubt, und zwar wird die Sauerstoffaufnahme 
vermehrt, die Kohlensiiurebildung dagegen vermindert. Ich 
glaube, dal} gerade hinsichtlich dieser Tatsache die Isolierung 
von Bernsteinsiiure aus frischem Muskelgewebe interessante 
Perspektiven eroffnet. 


Methodik. 


Zur Darstellung von Extrakten aus frischem 
Kleisch wurden die durch die Hackmaschine zerkleinerten 
Muskeln nacheinander 2 mal mit je der doppelten Menge und 
daraulfolgend mit der einfachen Menge Wasser bei einer ‘lem- 
peratur, die 60° nicht wesentlich tiberschritt, je 30 Minuten 
digeriert und durch Koliertuch abfiltriert. Der zuriickbleibende 
Kleischbrei wurde zum Schlufi gut abgepreBt. Die vereinigten 
Kiltrate erhilt man 30 Minuten in lebhaftem Sieden, wobei die 
darin enthaltenen Eiweifbkorper koagulieren und sich gut ab- 
setzen. Nach dem Filtrieren wird auf dem Wasserbade ein- 
gedampft. 

Zur Gewinnung der Bernsteinsiure wurden die so 
erhaltenen Extrakte, ebenso wie die zu untersuchenden Fleisch- 
extrakte (Liebig), inzirka der 10fachen Menge 10°/oiger Schwefel- 
siiure gelOst, und dann mit soviel festem Ammonsulfat versetzt, 
dah eine 50°/oige Losung resultiert. (Auf 600 ccm Losung 
300 g (NH,),SO,). Es entsteht dabei eine ziemlich erhebliche 
grobkornige Fillung. Das Gemisch wurde quantitativ in einen 
Extraktionsapparat nach Zelmanowitz*) tibergefiihrt und 

') Skandin. Arch. f. Physiol., Bd. 22, S. 430 (1909), Bd. 24, 5S. 23 
(1910); Bd. 25, S. 42 (1911). 

*) Biochem. Ztg., Bd. 30, 5. 172 (1911). 

') Biochem. Ztschr., Bd. 1, 5. 253 (1906). 
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wiihrend ca. 24 Stunden durch eine Mischung von 9 Teilen 
Ather und 1 Teil Alkohol erschépft. Der alkoholisch-iitherische 
Auszug wurde durch ein trockenes Filter gegossen und dann 
vorsichtig, eventuell nach Zugabe von etwas Wasser, auf dem 
Wasserbade abgedampft. Den ziemlich erheblichen Destillations- 
riickstand, der stets stark getriibt war, versetzte ich mit 200 cem 
Wasser und erhielt das Ganze auf dem Sandbade im Sieden, 
bis etwa die Hiilfte der LOsung verdampft war. Dabei kliart 
sich die Lisung, wiihrend das bei der Extraktion in den Ather- 
Alkohol tibergegangene Fett sich in Trépfchen abscheidet. Nach 
dem Stehen iiber Nacht konnte die Lé6sung leicht klar filtriert 
werden. Das Filtrat wurde sodann mit einigen Tropfen Phenol- 
phthaleinl6sung versetzt, und nun solange heifgesiattigte Baryt- 
hydratlisung hinzugefiigt, bis dauernde Rotfarbung eintrat. Den 
Uberschu8 an Baryt entfernte ich durch Einleiten von Kohlen- 
siiure und dampfte die Loésung nach dem Filtrieren ein. Beim 
Aufnehmen des zihfliissigen Riickstandes mit ca. 5|0ccm Wasser 
zeigte sich ein feinpulvriger Riickstand (Riickstand I). Es ergab 
sich, dab derselbe zum grofen Teil aus bernsteinsaurem Baryum 
bestand, das durch das Eindampfen wasserunloslich geworden 
war. (Vgl. Siegfried'). Derselbe wurde abfiltriert und das 
Filtrat im Melizylinder aufgefangen. Zur Weiterverarbeitung 
zersetzte ich den Niederschlag mit 10°/oiger Schwefelsiiure, 
iiberfiihrte das Gemisch quantitativ in einen Extraktionsapparat 
nach Kumagawa?”) und erschipfte mit alkoholfreiem Ather. 
Der nach dem Verdampfen des Athers zuriickbleibende krystal- 
linische Riickstand wurde, wie spiiter beschrieben, in das Silber- 
salz tibergefiihrt und hieraus die Bernsteinsdure dargestellt. 
Das Filtrat vom Riickstand I brachte ich auf ein ge- 
messenes Volumen, z. B. 60 ccm, und fallte mit Alkohol. 
Hierbei zeigte es sich, daf} hiiufig eine Konzentration von 80°/0, 
also auf 60 cem Losung -+- 240 ccm Alkohol abs., die nach 
den bisherigen Angaben geniigen sollte, alle vorhandene Bern- 
steinsiiure als Baryumsuccinat auszufiillen, nur eine geringe 
milchige Triibung der Fliissigkeit, Ofters tiberhaupt keine Fal- 


') Diese Zeitschrift, Bd. 21, S. 371 (1895/6). 
*) Beitrége z. chem. Physiol. u. Pathol., Bd. 4, 5. 185 (1903). 
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lung hervorbrachte. Selbst wenn bei einer Konzentration von 
80°/o eine erhebliche Fallung (Riickstand II) eintrat, so ergab 
es sich, dafb damit doch nicht alle Bernsteinsiure als Baryum- 
salz niedergeschlagen war. Zum Beweise fiihre ich hier die 
Zahlen von Versuch Fr. F. 9 an. Dabei ergaben Riickstand | 
= 0,042 g, Riickstand II (80°/o Alk.) = 0,124 g und Riick- 
stand II] (90°/o Alk.) = 0,0855 g Bernsteinsiiure. 

Nachdem ich diese Beobachtung gemacht hatte, wurde, 
wenn die Fiillung durch 80°/oigen Alkohol unerheblich war, 
weiter Alkohol hinzugefiigt bis zu einer Konzentration von 
90° 9 (auf 60 cem Lésung 540 ecm Alkohol abs.); dabei ent- 
stand dann eine dichte klebrige Fiillung, die sich tiber Nacht 
am Boden und an den Wiinden des Fillungszylinders absetzte 
(Riickstand III). Die iiberstehende Lésung konnte leicht abge- 
vossen werden und enthielt keine oder nur geringe Spuren 
von bernsteinsaurem Baryum. 

Nie Aufarbeitung der durch Alkohol erhaltenen Fiéllungen 
wurde zuniichst so durchgefiihrt, wie C. von der Heide und 
H. Steiner dieses vorschreiben.!) Dazu wurden die Nieder- 
schliige, nachdem sie mit Alkohol der entsprechenden Kon- 
zentration abgesptlt waren, in Wasser aufgenommen, in einer 
Porzellanschale eingedampft, wieder in Wasser gelOst und nun 
mit Kaliumpermanganatloésung so lange versetzt, bis dauernde 
Rotfarbung entstand. Dann wurde mit schwefliger Saure ent- 
fiirbt und der Mangansuperoxydniederschlag gelodst. Das so er- 
haltene Gemisch konzentrierte ich auf dem Wasserbade, tiber- 
fiihrte es quantitativ in einen Extraktionsapparat nach Kuma- 
gawa, brachte die L6sung auf eine Schwefelsiurekonzentration 
von 10° und erschipfte mit alkoholfreiem Ather. Nach dem 
Verdampfen des Athers hinterblieb hierbei die Bernsteinsiure 
meist sehr stark gefiirbt und sehr verschmiert. Es geniigte 
zwar einmaliges Umkrystallisieren aus Wasser, um Krystalle 
von dem richtigen Schmelzpunkte zu erhalten, aber das Ver- 
fahren erschien mir doch nicht einwandfrei, da bei der Fallung 
mit 90°/oigem Alkohol zuviel andere Bestandteile der Losung 


') Zeitschr. f. Unters. v. Nahr. u. Genufim., Bd. 17, 5. 291 (1909). 
Zeitschr. f. anal. Chemie, Bd. 51, S. 628 (1912). 
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aufer dem Baryumsuccinat niedergeschlagen werden, durch 
deren QOxydationsprodukte dann die Bernsteinséure verun- 
reinigt wird. 

Ich iinderte deshalb die Aufarbeitung der Niederschlige I] 
und III dahin ab, dai dieselben zuniachst mit Wasser aufge- 
nommen und in einer Porzellanschale eingedampft wurden. 
Den Riickstand riihrte ich mit 5—10 ccm 40°/oiger Schwefel- 
sdure an, gab je nach der Menge 2—5 cem konzentrierte 
Schwefelsiiure hinzu und vermischte den so erhaltenen Bret 
solange mit wasserfreiem Natriumsulfat, bis ein lockeres Pulver 
entstand. Dasselbe wurde 24— 48 Stunden im Vakuumexsikkator 
iiber Schwefelsiiure getrocknet und dann im Soxhlet mit Ather 
erschopft. Nach dem Verdampfen des Athers wurde mit Wasser 
aufgenommen, eventuell filtriert und eingedampft. Es resultierte 
so ein siruposer Riickstand, der namentlich nach einem Aufent- 
halt im Vakuumexsikkator tiber Schwefelsiure mit Krystallen 
durchsetzt war. Derselbe wurde in wenig Wasser (10—20 cem) 
aufgenommen und mit 10°/oiger Silbernitratlbsung versetzt. Es 
entstand dabei meist ein geringfiigiger, flockiger Niederschlag, 
der abfiltriert wurde. Das Filtrat versetzte ich vorsichtig, 
tropfenweise, solange mit verdiinntem Ammoniak, bis die LOsung 
ganz schwachsauer bis neutral reagierte. Hierbei fiel das bern- 
steinsaure Silber kornig aus, so dai es sich sehr bald klar 
absetzte. Um zu sehen, ob die Fiillung vollstiindig ist, emp- 
fiehlt es sich, einige Tropfen der tiberstehenden Fliissigkeit 
mit einem Tropfen einer 1°/oigen Bernsteinsiiure-L6sung zu 
versetzen. Es mul} dabei sofort oder mindestens nach kurzem 
Schiitteln der charakteristische Niederschlag von bernstein- 
saurem Silber entstehen. Nach dem Stehen tiber Nacht wurde 
filtriert, mit Wasser vorsichtig gewaschen (Loslichkeit des 
Silbersuccinats bei 18° 0,0176 g in 100 ccm H,O)*) und das 
Silbersalz durch Schwefelwasserstoff zersetzt. 

Man erhi!lt auf diesem Wege die Bernsteinsiiure sofort 
krystallinisch, und nach dem Trocknen auf Ton zeigte sie den 
Schmelzpunkt 180—182° unkorr. Sollte die Siure noch nicht 


1) Partheil und Hiibner. Arch. d. Pharm., Bd. 241, S. 412 (1903) 
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einwandfrei erscheinen, so kann die Fallung des Silbersalzes 
wiederholt werden. 

Die Mutterlaugen der einmal umkrystallisierten Rohbern- 
steinsiiuren zeigten keine Spur von Drehung, sodafi also die 
Anwesenheit von Milchsiéure ausgeschlossen ist. Anders ver- 
hilt es sich vielleicht mit der Apfelsiiure. Wie schon weiter 
vorn (S. 151) hervorgehoben wurde, geben diese Mutterlaugen 
eine Rotfiirbung mit Diazobenzolsulfosiure und mit B-Naphthol 
in konzentrierter Schwefelsiure eine gelbe LOsung, die starke 
griine Fluorescenz zeigt, beides Reaktionen, die eventuell auf 
Apfelsiiure schlieBen lassen. Da etwa im Muskelextrakt vor- 
handene Apfelsiture bei der Durchfithrung der Aufarbeitung 
(Baryum- und Silbersalz) zusammen mit der bernsteinsidure 
in das Endprodukt gelangen mub, so werden die Versuche 
mit grOBeren Materialmengen hoffentlich AufschlubB dariiber 
liefern, ob diese Reaktionen wirklich auf Apfelsiiure zuriick- 
zufiihren sind. 

Zur Darstellung der Bernsteinséure aus Carniferrin und 
den IJ. Fallungen wurden diese zuniichst mit 10—20 Teilen 
20°/oiger Schwefelsiiure bis zur Losung erwiirmt, und dann 
nach Zugabe des gleichen Volumens Wasser und von festem 
Ammonsulfat so verfahren, wie weiter vorn bei der Isolierung 
von Bernsteinsiiure aus Fleischextrakt beschrieben wurde. 

Analysen. 

A. Substanz stammt aus Liebigs Fleischextrakt (Vers. L. F. E., 8, 
13, 19, 25). 

1. 0.1825 g Substanz gaben 0,2685 g CO, und 0,0845 ¢ H,0. 

2. 4,048 mg 2 > 6805 mg > » 216mg »') 

8. Substanz stammt aus frischem Rindfleisch (Vers. Fr. F. 7 und 8). 

1. 4,281 mg Substanz gaben 6,49 mg CO, und 1,885 mg H,0. 

2. 4.640 » > > 7,00 >» » » 212 » >» 

C. Substanz stammt aus frischem Hundefleisch (Vers. Fr. F. 9). 

4,164 mg Substanz gaben 0,059 mg Asche. 

4105 » : >» 619 » CO, und 1,97 mg H,0. 
Berechnet fiir C,H,O, (118). Gefunden. 

C = 40,66°%o. A. 1. 40,13 °%/o, 2. 40,81 %/o. B. 1. 41,34°/o, 2. 41,15 °/o. C. 41,13 9/0. 
H= 5,13°/o. A.1. 5,18%o, 2. 5,31%. B. 1. 4,93°%Jo, 2. 5,11°%o. C. 5,37°%/o. 


‘) Die Mikroanalysen wurden ausgefiihrt durch Herrn Dr. Hans 
Lieb, Innsbruck, Assistent von Herrn Prof. Pregl. 
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Tabelle I. 











: Material Unter- _ | Bernstein- 
Versuch und suchter Menge; P re saure 
Nr. angewendete Menge Anteil e Of, | %e r Ya 
L.F.E. 8 300 g Liebigscher! Carniferrin, 30,0) 1,08 24,0 [10,1360 045 
Fleischextrakt A.) Fallung II | — — - 10,3720 — 
Mutterlauge) — —  — [90,1710 
L.F.E. 13 , 150 g dito Carniferrin, 16,5 1,07 31.8 |0,0702 0,43 
| Fallung Hl) 83,5 Spur 51,2 70,3170 0,38 
‘Mutterlauge; — — — {01090 — 
L.F.E.19 | 200 g dito | Carniferrin: 19,5 1,40 30,05} 0.1005 0,52 
| Fallung HW) 88,5 0,12 49,3010,3490 0,39 
Mutterlauge — — — 10,2632) — 
L.F. E. 25 | 200 g dito Carniferrin) 18,0 1,52 32,22]. 0,0999 0,55 
| Fallung Wo 125,0 Spur 50,10} 0.5550 0.44 
Mutterlauge — —_ | — 10,2540 
L.F.E.31 50¢ dito B. Gesamt — — — {01470 — 
L.F.E.32 | 50g dito > -- — — {00,1500 — 
(44) 9 | 
L.F.E. 33 | 200 g dito |Carniferrin§ 20,7) 1,12 31,9 [0,072 0,35 
(176) » | Filllung Il 126,0 0,03 51,7 [0,450 0,36 
‘Mutterlauge verloren gegangen 
L. F. E. 41 | 150 g dito Gesamt | — - | — 10.387 | — 
(125) > 





 s ‘ten O,O318 
L.F.E. 34! 20¢ dito ; ( nthielt n ), g 
| organischen Phosphor. 
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Material Unter- Bernstein- 
Verauel und suchter menge, ©) Fe siiure 
Nr. angewendete Menge Anteil F %y | % o 0/5 
Fr. F.1 1.9 kg _ frisches Gesamt _— — | — jcea.0,125 — 
Rindfleisch A. 
Fr.F.2 1,9 kg dito 8B. Carniferrin, 9,3 | 1,11 37,1 0,046 O49 
Fr. F.3 1,9 > dito CG, > 10,2), 1,26 35,15) 0,033 0,32 
Fallung I 70,0 Spur 57,4 0,096 O13 
‘Mutterlauge = — —_ i — — _ 
Fr. F.7 (1,8 dito D. Gesamt —- —_ — 0,135 
Fr. F. 8 (1,78 dito D. : ~- —_—_ —— 0,122 
Fr. F.9 1,8 » Hundefleisch > -- - — 0.240 
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einwandfrei erscheinen, so kann die Fallung des Silbersalzes 
wiederholt werden. 

Die Mutterlaugen der einmal umkrystallisierten Rohbern- 
steinsiiuren zeigten keine Spur von Drehung, sodafi also die 
Anwesenheit von Milchséiure ausgeschlossen ist. Anders ver- 
hilt es sich vielleicht mit der Apfelsiiure. Wie schon weiter 
vorn (S. 151) hervorgehoben wurde, geben diese Mutterlaugen 
eine Kotfiirbung mit Diazobenzolsulfosiiure und mit B-Naphthol 
in konzentrierter Schwefelsiure eine gelbe LOsung, die starke 
griine Fluorescenz zeigt, beides Reaktionen, die eventuell auf 
Apfelsiiure schlieBen lassen. Da etwa im Muskelextrakt vor- 
handene Apfelsiiure bei der Durchfiihrung der Aufarbeitung 
(Baryum- und Silbersalz) zusammen mit der bernsteinsiiure 
in das Endprodukt gelangen mui, so werden die Versuche 
mit groBeren Materialmengen hoffentlich Aufschlu6B dariiber 
liefern, ob diese Reaktionen wirklich auf Apfelsiiure zuriick- 
zufiihren sind. 

Zur Darstellung der Bernsteinséiure aus Carniferrin und 
den Il. Fiillungen wurden diese zuniichst mit 10—20 Teilen 
20°/oiger Schwefelsiiure bis zur Losung erwirmt, und dann 
nach Zugabe des gleichen Volumens Wasser und von festem 
Ammonsulfat so verfahren, wie weiter vorn bei der Isolierung 
von Bernsteinsiiure aus Fleischextrakt beschrieben wurde. 


Analysen. 
A, Substanz stammt aus Liebigs Fleischextrakt (Vers. L. F. E., 8, 
13, 19, 25). 
1. 0.1825 ¢ Substanz gaben 0,2685 g CO, und 0,0845 g H,0O. 
2. 4.948 mg , > 6,805 mg » >» 216mg »! 
8. Substanz stammt aus frischem Rindfleisch (Vers. Fr. F. 7 und 8). 


1. 4,281 mg Substanz gaben 6,49 mg CO, und 1,885 mg H,0. 
f 


) 


2 212 >» » 


a 


C. Substanz stammt aus frischem Hundefleisch (Vers. Fr. F. 9). 


4.640 » » > 7,00 > > p 


4,164 mg Substanz gaben 0,059 mg Asche. 
4.105 » : >» 619 » CO, und 1,97 mg H,0. 
Berechnet fiir C,H,O, (118). Gefunden. 


(= 40,66%o. A. 1. 40,13 %o, 2. 40,81 %o. B. 1. 41,34%o, 2. 41,15 %o. C. 41,13 %/o. 
H=—= 513%. A.1. 5,18%o, 2. 5,31%. B. 1. 4,93%Jo, 2. 5.11%). C. 5,37%o. 


‘) Die Mikroanalysen wurden ausgefiihrt durch Herrn Dr. Hans 
Lieb, Innsbruck, Assistent von Herrn Prof. Pregl. 
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; Material Unter- Bernstein- 
Versuch und suchter Menge) P re saure 
Nr. angewendete Menge —— Anteil r fy | % r 0,4 
L.F.E. & 300 g Liebigscher| Carniferrin, 30,0) 1,08 24,0 [10,1360 0.45 
Fleischextrakt A.| Fallung Il | — — 0,3720; — 
Mutterlauge — — — {01710 — 
L.F.E. 13, 150 g dito Carniferrin, 16,5 1,07 31.8 |0,0702 0,43 
| Fallung Il | 83,5 Spur 51,2 70,3170, 0,38 
‘Mutterlauge;) — — — [01090 — 
L. F.E. 19 | 200 g dito |Carniferrin: 19.5 1,40 30,05} 0,1005 0,52 
| Fallung IT) 885 0,12 49,30]0,3490 0.39 
Mutterlauge = — — — |0,2632) — 
L.F. E. 25 | 200 g dito Carniferrin!) 18,0 | 1,52 32,2270,0999 0,55 
| Fallung HW 125.0 Spur 50,10)0,5550 0,44 
Mutterlauge — _ | — FO2540 
L.F.E.31) 50 ¢ dito B.) Gesamt - —  — {01470 — 
L.F.E.32; 50g dito > ~- — — [01500 — 
(£4) g | | 
L. F.E. 33 200 g dito /Carniferrin) 20,7 1,12 31,9 [0,072 0,35 
(176) » | Fallung Il | 126,0 0,03 51,7 10,450 0,36 
\Mutterlauge verloren gegangen 
L.F.E. 41 | 150 g dito Gesamt | — ao | oe BORN | nan 
(125) >» 
L. F.E. 32) 20 ¢ dito | : ssc ne Phosphor 
Tabelle II. 
Material Unter- sernstein- 
Versuch und suchter Menge; F re saure 
Nr. angewendete Menge  Anteil r Oy | % r, 0), 
Fr. F.1 1.9 kg _ frisches Gesamt — — | — fea.0,125 — 
Rindfleisch A. 
Fr. F.2 1,9 kg dito 3B. Carniferrin) 9,3 | 1,11 37,1 0,046 O49 
Fr. F.3 1,9 »> diro G. > 10,2 | 1,26 '35,15 0,033 0,32 
| Fallung I 70,0 Spur 57,4 0,096 0,13 
Mutterlauge — —|— — |= 
Fr. F.7 1,8 dito D. Gesamt — —_i— 0.155 
Fr. F. 8 |1,75 dito D. = —- i — 0,122 
Fr. F.9 1,5 » Hundefleisch > -- —j— 0.240 
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Bemerkungen zu den Tabellen. 


Die Versuche L. F. E. 8, 13, 19, 25 wurden ausgefiihrt 
mit Fleischextrakt (2 kg), die mir die Liebig-Gesellschaft zur 
Verfiigung gestellt hatte, wofiir ich derselben auch hier danken 
mochte. Die Steigerung an isolierter Bernsteinsdure ist ziemlich 
betriichtlich. Vers. 8 ergibt auf 50 g Fleischextrakt 0,1133 g, 
Vers. 25 dagegen 0,2272 g. Es konnte hieraus eventuell der 
SchluB gezogen werden, dali sich die Bernsteinséure im Fleisch- 
extrakt wiihrend der Lagerung durch irgend welche Prozesse 
anreichert. Ich glaube aber nicht, dab dieses der Fall ist, 
denn die Versuche L. F. E. 31, 32, 33 und 41 beweisen das 
Gegenteil. Sie wurden alle mit demselben Fleischextrakt, aus 
einer !/2 kg-Dose stammend, angestellt. Zwischen dem ersten 
(31) und letzten (41) Versuch liegen ca. 8 Monate. Wihrend 
dieser Zeit wurde die verschlossene Biichse im Brutschrank 
bei 40° ohne VorsichtsmaBbregeln aufbewahrt. Der Extrakt 
verlor dabei betriichtlich an Gewicht (16,6°/o). Die Zahlen der 
Tabelle sind auf das urspriingliche Gewicht bezogen, das 
elfektive Gewicht geben die eingeklammerten Zahlen. Eine 
Vermehrung der Bernsteinsiiure konnte dieses Mal. wo die 
Kintrocknung beriicksichtigt und nach einwandfreier Methode 
gearbeitet wurde, nicht beobachtet werden. Die Vermehrung 
in den friiheren Versuchen moéchte ich daher zuriickfiihren 
einmal auf die Eintrocknung und dann auf die weiter vorn 
S. 15455) geschilderte Moglichkeit fiir die Entstehung von 
Verunreinigungen bei der Aufarbeitung des Baryumsalznieder- 
schlages durch Oxydation mit Permanganat. 








Ein Verdiinnungskolorimeter, nebst Bemerkungen dber die 
Versuchsfehler des kolorimetrischen Vergleiches. 
Von 
Dr. R. V. Stanford. 


Mit zwei Abbildungen im Text und einer Tafel 


(Research Chemist, Cardiff City Mental Hospital, England 
(Der Redaktion zugegangen am 14. Juli 1913.) 


Bei gefiirbten Substanzen, oder bei solchen, die cha- 
rakteristische Farbenreaktionen besitzen, bildet der kolorime- 
trische Vergleich der gefiirbten Losungen eine bequeme Me- 
thode zur quantitativen Bestimmung. Insbesondere in der 
physiologischen Chemie sind sehr viele kolorimetrische Be- 
stimmungsmethoden vorgeschlagen worden, und einige davon, 
wie diejenigen der Blutfarbstoffbestimmung und der Kreatinin- 
bestimmung, sind hiéufig gebraucht worden. Auch bei der Aus- 
arbeitung neuer analytischer Methoden ist deren Anwendung 
in manchem Fall nicht zu vermeiden, entweder weil nur sehr 
kleine Substanzmengen zur Verfitigung stehen (was bei Unter- 
suchungen wiihrend des Lebens gewohnlich der Fall ist) oder 
weil geeignete Trennungsverfahren sich nicht ausfindig machen 
lassen. 

In der physiologisch-chemischen Praxis hat man es oft 
mit den beiden dieser Schwierigkeiten zu tun. Der Farben- 
vergleich wird nicht nur mit den kleinsten Quantitiiten, sondern 
auch mit unreinen Losungen ausgefihrt. Unter diesen Um- 
stinden wird man die strengste Kontrolle der Genauigkeit der 
Analyse erwarien. sowie die exaktesten Beweise, dal der 
Farbenvergleich nicht durch die Beimengung anderer Substanzen 
beeintriichtigt wird; denn sonst weifb man nie bestimmt, ob 
die Unterschiede, aus denen man Schlubfolgerungen ziehen 
will, wirklich von einer anderen GrOfenordnung sind, als die 
moéglichen Versuchsfehler. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXVII 12 
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bei der Ermittelung des wahrscheinlichen Versuchsfehlers 
einer kolorimetrischen Bestimmungsmethode kommen drei Fak- 
toren in Betracht: 1. Zu welchem Grade die Farbenreaktion 
selbst quantitativ ist. 2. Inwieweit die Genauigkeit der 
Farbenreaktion oder der Farbenvergleich durch Beimengungen 
beeinflufit wird. 3. Der Versuchsfehler des kolorimetrischen 
Vergleiches. 

Die ersten beiden Fehlerquellen sind selbstverstandlich 
bei jeder Methode fiir sich zu priifen, die dritte aber kommt 
bei allen kolorimetrischen Methoden in Betracht und ist des- 
halb einer allgemeinen Behandlung fiahig. 

Den einfachsten Vergleich zweier gefiirbter Losungen er- 
zielt man dadurch, dafi man die beiden in passenden, éhn- 
lichen Glasgefiiben nebeneinander stellt, ohne Mithilfe irgend 
eines Instruments. Diese einfache Methode wird noch in vielen 
Fiillen gebraucht und sie liefert bei einiger Erfahrung auffallend 
exakte Hesultate.?) 

Meistens wird man aber versuchen, den Vergleich durch 
eine zweckmiibige optische Einrichtung zu erleichtern und in- 
foleedessen sind eine grofe Anzahl verschiedener «Kolori- 
meter» beschrieben worden. Diese Instrumente lassen sich in 
zwei Gruppen einteilen: 1. Soleche, wobei durch passende Prismen 
im Verein mit einem Okular ein Gesichtsfeld erzeugt wird, 
deren eine Hilfte durch die erste L6sung, deren andere Hiilfte 
durch die zweite Losung beleuchtet wird. 2. Solche, wobei 
auberdem noch andere optische Systeme zugesetzt werden, 
damit die Unterschiede der Farbenintensitét vergrobert werden. 

Zu der zweiten Klasse gehéren die Spektrokolorimeter 
und Polarisationskolorimeter, die sehr genaue Vergleichung 
gefiirbter Lésungen gestatten. Trotzdem sind diese Apparate 
verhiiltnismiébig selten angewendet worden. Erstens sind sie 
kostspielig und zweitens verfeinern sie die kolorimetrische 
Lestimmung weit iiber die Grenzen der Genauigkeit des analy- 
tischen Verfahrens in den meisten Fiillen, die bei physiologisch- 
chemischen Untersuchungen vorkommen. 


'; Vel. z. B. diese Zeitschnft, Bd. 86, S. 221 (1913). 
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Die einfacheren Kolorimeter der ersten Gruppe, die bet 
fast allen kolorimetrischen Methoden auf diesem Gebiet und 
auch sonst allgemein angewendet worden ist, existieren in 
zahlreichen Modilikationen, die aber alle nach dem Typus des 
bekannten Duboseqschen Kolorimeters gebildet werden. Bet 
diesem Instrument strahlt das Licht von unten nach oben durch 
zwei Fliissigkeitssiiulen, deren HOhen man durch Schrauben- 
bewegung zweier unabhiangiger Eintauchrohre beliebig ‘indern 
kann. Nachdem die eine Saéule (die der Normallésung) auf eine 
bestimmte Hohe (z. B. 10 mm) gebracht ist, iindert man die 
Hohe der anderen, bis die beiden Hiilften des Gesichtsfeldes 
im Okular gleich hell erscheinen. 

Beim Duboseqschen Kolorimeter wird also die Hellig- 
keitsgleichheit durch Veriainderung der Dicke der einen 
absorbierenden Fltissigkeit erzielt. Andere Kolorimeter!) 
unterscheiden sich davon nur betreffs der Einrichtung, wodurch 
die Anderung der Hohe der Fliissigkeitssiiule bewirkt wird. 
W olff bewirkt dies durch Anbringen eines seitlichen Hahnes, 
wodurch die Fliissigkeit ausgelassen werden kann. Donnan 
und andere machen die Einstellung durch komprimierte Luft. 
Macmillan und auch Eydman jun. iindern das Flissigkeits- 
niveau mit Hilfe einer Syringe. Le Docte hebt ein zweites 
GefiihB, nach Art des Nitrometers. Gallenkamp macht den 
einen Fliissigkeitsbehilter keilf6ormig und bewegt das Okular 
den beiden Behiiltern entlang, bis die Stelle gefunden wird, 
wo Helligkeitsgleichheit besteht. Das neue Kolorimeter von 
Autenrieth und Kénigsberger?) ist im Prinzip das gleiche, 
nur ist nicht das Okular, sondern das keilformige Gefil be- 
weglich. Beim Steigerschen Apparat werden zwei beweg- 
liche Spiegel in die Fliissigkeiten eingetaucht. 

Die Anwendung aller dieser Kolorimeter beruht auf der 
Annahme, dafii die Konzentrationen der beiden Flissigkeiten 
den Schichtendicken umgekehrt proportional seien. 

4) Ausfiihrliche Beschreibung der meisten von diesen Formen findet 
man bei Kriiss, Kolorimetrie und quantitative Spektralanalyse, Il. Aufl., 


Hamburg 1909. 
2) Autenrieth und Kénigsberger, Miinch. med. Wochenschr., 


1910, Nr. 19 und 34. 
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Ks ist dies eine Annahme, welche keineswegs berechtigt 
ist.!) Es liegt niimlich auf der Hand, 

|. dali zwei LoOsungen von verschiedenen Konzen- 
trationen denselben Farbenton nicht besitzen kOnnen (einer- 
seits zufolge Aggregations- resp. Dissoziationserscheinungen, 
anderseits aber weil die Lichtabsorptionsgesetze einer gefiirbten 
Losung nicht dieselben bei allen Konzentrationen sind), 


2. daly zwei LOsungen von verschiedenen Dicken 
denselben Farbenton nicht besitzen kénnen (weil die Licht- 
absorption keine einfache Funktion der Dicke ist). 

Wenn aber die Farben der zu vergleichenden Fliissig- 
keiten nicht gleich sind, so ist von einem kolorimetrischen 
Vergleich nicht zu reden. 

Die obigen beiden Siitze sind aus allgemeinen physi- 
kalischen Uberlegungen abzuleiten und man kann sich auch 
leicht experimentell von ihrer Bedeutung tiberzeugen. Nach 
meinen Messungen beim Dubosecqschen Instrument kann der 
Fehler aus jeder der obenerwiahnten Quellen oft 25°/o oder 
noch mehr betragen. In einigen Fiillen allerdings decken sie 
sich teilweise gegenseitig. 

Noch unexakter wird die Sache, wenn nicht mit reinen 
LoOsungen gearbeitet wird, oder wenn die VergleichslOsung aus 


') In bezug auf die Kinwiinde, die hier gegen die gewohnliche kolori- 
metrische Arbeitsweise gemacht werden sollen, teilt mir Hr. Dr. Kriiss 
brieflich mit, daf$§ in seinem oben zitierten Buche, SS. 27, 28 und 108 
die Verhiiltnisse ausfiihrlich dargelegt seien, unter denen die gewOhnlichen 
Kolorimeter nicht anzuwenden sind. Dies kann ich aber nicht zugeben. 
i's wird allerdings an den angegebenen Stellen in die Theorie der Sache 
eingegangen, aber der Schluf wird nicht gezogen, daf} die gewOhnlichen 
Kolorimeter unbrauchbar sind. Im Gegenteil schreibt Hr. Kriiss (S. 27) 
«Es mufs jedoch auf einige Finschriinkungen aufmerksam gemacht werden, 
denen die dargestellten Beziehungen zwischen Konzentration und Schichten- 
dicke unterliegen; wenn sie auch bei praktischen Bestimmungen 
nicht in Betracht kommen (im Original nicht gesperrt), so wirde 
eine Nichtbeachtung an dieser Stelle doch ein Mangel sein.» Nun sind 
aber meiner Meinung nach gerade bei praktischen Bestimmungen die 
Fehler aus diesen Quellen am gréfiten: bei Messungen, die zu physikalisch- 
chemischen Zwecken unternommen werden, pflegen die Bedingungen 
(reine Losungen, annahernd gleiche Konzentrationen) viel giinstiger zu sein. 
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einem anderen Stolf besteht, die nur annihernd und bei gewissen 
Konzentrationen den verlangten Farbenton besitzen kann. 

Es kommt sehr hiaufig vor, dab man in einer Flissigkeit 
eine gewisse gefarbte Substanz erzeugt und sie sofort mit einer 
Losung der reinen Substanz im Kolorimeter vergleicht. Man 
hat es in diesem Falle mit zwei Fliissigkeiten zu tun, die oft 
am Anfang verschiedene Nuancen zeigen, und die jedenfalls 
dieselbe Absorptionskonstante nicht besitzen, soda’ beim Ver- 
iindern der Schichtendicken auch die Farbe augenscheinlich ver- 
iindert wird. Die Verhiltnisse sind also genau wie beim Ge- 
brauch einer chemisch verschiedenen Substanz zur Herstellung 
der VergleichslOsung. Die Genauigkeit, die man in dieser Weise 
erreichen kann, ist offenbar sehr gering, aber sie wird noch 
sehr vermindert, wenn der Vergleich mit verschiedenen Dicken 
der LOsungen angestellt wird, weil die geringen Mengen ge- 
fiirbter Verunreinigungen einen Teil des Lichtes abblenden und 
dadurch die Lichtabsorptionskonstante der Fliissigkeit iindern. 
Von dieser Fehlerquelle kann man sich leicht tiberzeugen, 
indem man z. b. bei der haufig ausgefiihrten Bestimmung des 
Kreatinins im Harn nach der Folinschen Methode!) den Ver- 
gleich mit zwei verschiedenen Schichten der Dichromatlosung 
anstellt. Nehmen wir an, dahB 12 mm der Kreatininl6sung gleich 
8 mm der DichromatlOsung gefunden werden, so werden 24 mm 
der Kreatininldsung 16 mm Dichromatlésung durchaus_ nicht 
gleich erscheinen. Es wird wohl schon 16—18 mm der Kreatinin- 
losung geniigen. Man wiirde also bei dieser Bestimmung ganz 
abweichende Werte erhalten, wenn man mit anderen Dicken 
als der von Folin empfohlenen 8 mm-Schicht der Dichromat- 
losung arbeitete. Es fragt sich dann, warum sollte gerade der 
Vergleich mit 8 mm Dichromatlosung den wahren Kreatinin- 
gehalt zeigen? Auf die Zuverliissigkeit dieser Bestimmungs- 
methode hoffe ich in einer anderen Arbeit zurtickzukommen. 

Diese Uberlegungen gelten auch fiir den Fall, wo anstatt 
einer Normallésung gefiirbte Gliser u. dgl. verwendet werden, 
vorausgesetzt, dali Gleichheit der Farbentiefe durch Veriindern 
der Dicke der Fliissigkeitsschicht erhalten werden soll. 


’) Folin, Diese Zeitschrift, Bd. 41, S. 223 (1904). 
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Das Verdiinnungskolorimeter. 


Aus dem Gesagten geht hervor, dafi bei Anwendung von 
Kolorimetern, wobei die Einstellung durch Veriinderung der 
Schichtendicke bewirkt wird, genaue Resultate nur dann zu 
erwarten sind, wenn mit Lésungen von fast gleicher Konzen- 
tration gearbeitet wird. Wenn dies nicht der Fall ist, so gibt 
die zufiillige gegenseitige Ausgleichung der Fehler die einzige 
Moglichkeit zur Erhaltung richtiger Werte. Dies ist sogar 
schon anerkannt worden,!) doch werden solche Kolorimeter 
noch allgemein gebraucht. 

Die Kinstellung zweier LOsungen auf gleiche Farbentiefe 
liifit sich aber in einer anderen Weise machen. Man kann 
niimlich bei Anwendung gleicher Schichtendicke die stirkere 
Losung verdiinnen, bis die beiden gleich hell erscheinen. 

Bei dieser Arbeitsweise verschwinden auf einmal siamt- 
liche Fehlerquellen, die dem gewohnlichen Kolorimeter an- 
haften, denn bei Ausfiihrung des Vergleichs sind die beiden 
Fliissigkeiten einander in allen Hinsichten vollkommen gleich. 
Schichtendicke und Konzentration sind identisch und infolge- 
dessen haben die Fliissigkeiten genau denselben Farbenton. 

Der Versuchsfehler der Bestimmung hiingt in diesem Falle 
von der Genauigkeit ab, womit das Auge Unterschiede der 
Farbentiefe beobachten kann. 

Neu ist dieses Prinzip natiirlich nicht! Vielmehr_ bildet 
es die Grundlage der allgemein gebrauchten, einfachsten kolori- 
metrischen Vergleiche, wie man sie durch Verdiinnung in 
ReagenzrOhren, Nesslerschen Glisern usw. ausfiihrt. Sobald 
man aber durch Zuhilfenahme von optischen Einrichtungen den 
kolorimetrischen Prozef verfeinern wollte, so wandte man sich 
der andern Methode zu und bewirkte die Einstellung durch 


', Gelegentlich seiner Kreatininbestimmung beobachtete Folin, dah 
die Resultate nach einer Richtung durch Verdiinnung, nach der anderen 
Richtung aber durch Veriindern der Siulenhéhe verschoben werden, dann 
schreibt er «Durch einen gliicklichen Zufall decken diese Verinderungen 
sich fast vollstiindig...» (Diese Zeitschrift, Bd. 41, S. 227 (1904)). Ubrigens 


decken die Verinderungen sich nach meinen Versuchen nicht. 

















Fig. 1, 


Das Verdiinnungskolorimeter. 


Hoppe-Sevler’s Zeitschrift fi physiologische Chemie, Band LXANNVIL Tafel 1, 
Zu «R. Ve Stanford, Ein Verdunnungskolorimeter 


Verlag von Karl J. Trabner in Strabbureg. 
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Veriinderung der Schichtendicke, nicht durch Verdiinnung. In 
der Literatur werden allerdings einige Instrumente beschrieben, 
die zu besonderen, meist klinischen Zwecken vorgeschlagen 
worden sind, wobei eine Lésung bis zu einer bestimmten 
Farbentiefe verdiinnt wird. Die normale Farbentiefe wird durch 
gefiirbtes Papier (Hayem) oder Farbstoffldsungen (Quincke. 
Rajewski, Gower) repriisentiert. Ein Verdiinnungskolorimeter 
zu allgemeinen Zwecken ist aber bisher anscheinend nicht be- 
schrieben worden. 

Da ich mich mit verschiedenen kolorimetrischen Bestim- 
mungsmethoden beschiiftigt habe, so habe ich infolgedessen 
ein Verdiinnungskolorimeter konstruiert, welehes sich im Ge- 
brauch gut bewiéhrt hat. Das Instrument, wie es mir nachher 
in schonerer Ausfiihrung von einer bekannten Firma') geliefert 
worden ist, ist in umstehender Figur 2 abgebildet.*) 

Vor einem Okular O und einem reflektierenden Prismen- 
paar P der tblichen Typen steht ein kleiner, innerlich ge- 
schwiirzter Kasten K. In der Vorderseite und Hinterseite dieses 
Kastens befinden sich je zwei Locher LL, wodurch das Licht 
von dem Spiegel S, strahlt, um durch die beiden Prismen 
und schlieblich ins Okular zu gelangen. Der Spiegel S, wird 
von der Milchglasplatte 5S, beleuchtet. In dem Kasten stehen 
die beiden Fliissigkeitsbehilter ZZ nebeneinander in_ solcher 
Weise, dai deren Hohlriiume den oben erwihnten Lochern 
entsprechen. Jeder Fliissigkeitsbehiilter besteht aus zwei planen 
Glasplatten, die mit einem dicken, U-formigen Glassttick ver- 
kittet werden. Die Glasplatten bilden also parallele Vorder- 
und Hinterwiinde, deren Abstand durch die Dicke des Glas- 
stiickes bestimmt wird. Da die Genauigkeit des Instruments 
auf die Gleichheit dieser beiden Gefaife abhiingt, so werden 
sie durch mikroskopische Messungen gepriift, um zu sehen, 
daB sie in der Nahe von den Lochern im Kasten genau die- 


') A. Kriiss, Hamburg (Adolphsbriicke 7), von dieser Firma ist es 
auch zu beziehen. 
*) Die Zeichnungen verdanke ich der geschickten Hand von Herrn 


D. E. Turner, 
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Das Verdiinnungskolorimeter: 
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. 


selben inneren Dicken besitzen. Figur 3 gibt eine Perspektiv- 
ansicht der beiden Fltssigkeitsbehiilter und des Kastens. Der 
Inhalt der beiden Behiilter wird durch 
den Riihrer St geriihrt, wobei durch Auf- 
und Abbewegen des Griffes G mit dem 
Finger eine entsprechende Bewegung der 
beiden Glasstiibchen T bewirkt wird. 
Symmetrisch an den beiden Seiten des f 
Instruments werden zwei 15 cem fassende Uy; S 
Biiretten angebracht. Um die Biiretten- | 

hihne in einer bequemen Stelle zur Hand- 
habung zu bringen, haben die Biiretten- 


Yt: 


os 


r 
4 

















jth 
- 
iS, py y, 


he 








spitzen die Form langer U-Roéhren, die 
oben dicht tiber den Flissigkeitsgefiihen 
miinden (b). Die Biretten sind oben 
durch die Federn F befestigt: unten steht 
jeder Bogen der U-Rohre in einem 
Kiistchen X, welches um eine senk- 
rechte Axis drehbar ist. Die Biiretten | 4 
lassen sich infolgedessen um einen ‘ 
Winkel von 45° drehen, wodurch die Fie. 3. 

Spitzen b derart entfernt werden, da pas Verdiinnungs- 
die Fliissigkeitsbehiilter aus ihrem Kasten kolorimeter: Fliissigkeits- 
leicht herauszunehmen sind. Fiir den- behilter. 

selben Zweck ist auch der Teil TT des Riihrers um St dreh- 
bar gemacht. 

Das Aussehen des Verdiinnungskolorimeters zeigt die 
nebenstehende Photographie (Fig. 1). 

Bei der Ausfiihrung einer Bestimmung wird das Kolori- 
meter so aufgestellt, daB die beiden Hiilften des Gesichtsfeldes 
gleich hell erscheinen. Es gelingt dies am besten, wenn man 
den nordlichen Himmel zur Beleuchtung benutzen kann. 

Die Biiretten fiillt man mit dem reinen, staubfreien 
Losungsmittel. Darauf gieBt man in das eine Fliissigkeitsgefial 
eine genau abgemessene Menge (z. B. 3 ccm) der Normallésung 
und in das andere Gefiifi eine ebenfalls abgemessene Quantitat 
der Losung von unbekanntem Gehalt. Zu der stirkeren der 
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beiden Losungen lift man dann Lésungsmittel von der ent- 
sprechenden Birette zutropfen, bis die beiden Hiilften des Ge- 
sichtsfeldes gleich gefiirbt sind. Durch Ablesen der Biirette 
erfiihrt man, wieviel LOsungsmittel zugesetzt worden ist, um 
die Konzentration an den beiden Seiten gleich zu machen: es 
genuigt dann eine einfache Berechnung, um den Gehalt der 
unbekannten Losung zu ermitteln. 

Kis hat keine Bedeutung, welche von den beiden Losungen 
verdinnt wird, doch ist die Berechnung bequemer, wenn man 
eine Normallosung stiirker als die unbekannte Lésung wiihlt. 
In diesem Falle gestaltet sich die Berechnung wie folgt: Es 
werden a Kubikzentimeter einer NormallOsung angewandt, die 
lb Gramm pro Kubikzentimeter des gefiirbten Stoffes enthiit: 
beim Verdiinnen bis zur gleichen Farbentiefe wie die unbe- 
kannte LOsung mufte man ec Kubikzentimeter des Losungs- 
mittels zutropfen lassen. Beit Farbengleichheit war die Kon- 
zentration der Normall6sung ab Gramm in a -+- ¢ Kubikzenti- 


a ae oo 
Gramm pro Kubikzentimeter. Dies ist aber 


meter oder ——, 
a+-c 
auch die Konzentration der unbekannten Loésung, die zu _ er- 
mitteln war. 

Ks empfiehlt sich, bei genaueren Versuchen mindestens 
zwei Bestimmungen zu machen, wobei man die Normallésung 
einmal auf die linke und einmal auf die rechte Seite stellt. 
In dieser Weise werden Fehler ausgeglichen, die von Ungleich- 
miibigkeit der Beleuchtung oder Asymmetrie des optischen 
Apparates herrthren konnten. 

Wenn man mit der Verdtinnung der einen Loésung zu 
weit gegangen ist, so kann man einfach die andere Losung 
verdiinnen, bis gleiche Farbentiefe erhalten wird. Die Gleich- 
heit l&Bt sich also von beiden Seiten erreichen. Die der zweiten 
Losung zugesetzte Menge des Losungsmittels muf  natiirlich 
bei der Berechnung beriicksichtigt werden. Bei einiger Ubung 
kommt es nur selten vor, dafi man den richtigen Endpunkt 
iiberschreitet. 

In einigen Fiillen lafbt sich der Vergleich durch Anwen- 
dung eines blauen Glases erleichtern. Ein solches Glasstiick 
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wird durch Bewegung eines kleinen. an der linken Seite des 
Okulars befindlichen Hebels vor dem Auge eingeschaltet. 

Beim Arbeiten mit organischen Lésungsmitteln  bietet 
dieses Kolorimeter den praktischen Vorteil, dab die Fliissig- 
keitsgefiibe sich nicht unter der Nase befinden. 


Genauigkeit des Verditinnungskolorimeters. 


Ich habe viele Bestimmungen mit dem Verdiinnungskolori- 
meter und auch mit dem Duboseqschen Instrument ausge- 
fiihrt, um zu sehen, mit welcher Genauigkeit die Einstellung 
auf gleiche Farbentiefe sich machen liébt. Sie hiingt natiirlich 
in jedem Falle von dem Farbenwahrnehmungsvermigen des 
Untersuchers, von der Beschaffenheit, Farbe und Farbentiefe!) 
der LOsungen usw. ab, und deswegen werde ich in die Einzel- 
heiten meiner diesbeziiglichen Versuche nicht eingehen. 

Ich habe im allgemeinen gefunden, dali beim Arbeiten 
mit klaren und reinen Losungen die Einstellungen des Ver- 
diinnungskolorimeters bis auf 1—2°/o tibereinstimmen, sodali 
bei der Ausfiihrung von vier Vergleichen zu jeder Analyse 
der Gehalt an gefiirbter Substanz sich mit einem wahrschein- 
lichen Fehler von nicht mehr als 1°/o ermittein JéBt. 

Die Genauigkeit der Einstellung beim Duboseqschen 
Kolorimeter ist im giinstigsten Falle ungefiihr dieselbe, denn 
bei aufeinanderfolgenden Einstellungen pflegen die Schichten- 
dicken nicht mehr als 0.1 mm verschieden zu sein, wenn mit 
10 mm Schichten von reinen Losungen von ungefiihr gleicher 
Konzentration gearbeitet wird. Es mui aber betont werden. 
dafi es sich hier nur um die Einstellung auf gleiche Farben- 
tiefe handelt, nicht um die Genauigkeit des ganzen Prozesses. 


Anwendbarkeit des Verdiinnungskolorimeters. 


Eine einwandsfreie kolorimetrische Bestimmungsmethode 
hat man nur dann, wenn der kolorimetrische Vergleich zwischen 
zwei reinen LOsungen (der normalen und der unbekannten) 
von derselben Substanz ausgefiihrt wird: bei Anwendung von 


') Vgl. Horn, Chem. Zentralblatt, 1906, I, 5. 1462; II, S. 1218 
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dem Verdiinnungskolorimeter sind in diesem Falle auch die 
beiden Konzentrationen gleich und infolgedessen wird die Ge- 
nauigkeit der Bestimmung nur durch die Fahigkeit des Seh- 
vermogens begrenzt. 

Wenn die Gewinnung einer reinen Lésung der gefirbten 
Substanz unmdglich ist, kann man doch brauchbare kolori- 
metrische Methoden ausarbeiten, wenn Bewelse ihrer Genauig- 
keit sich in indirekter Weise erbringen lassen. Es handelt sich 
in den meisten Fiillen darum, eine unreine LOsung von einer 
gefiirbten Substanz mit einer reinen Normallésung derselben 
Substanz zu vergleichen, und besonders in diesem Fall empfiehlt 
sich der Gebrauch des Verdiinnungskolorimeters. Dies gilt 
noch mehr fiir den Fall, dai die Normall6sung aus einem 
chemisch verschiedenen Stoff besteht oder durch ein gefiirbtes 
Glas ersetzt wird, denn die Losung, die man analysieren will, 
kann denselben Farbenton wie das Vergleichsobjekt nur bei 
einer bestimmten Konzentration und Schichtendicke besitzen: 
beim Gebrauch des Verdiinnungskolorimeters wird man den 
Vergleich immer bei dieser Konzentration und Schichtendicke 
ausfiihren kénnen. Es ist schon oben erwiihnt worden, dab das 
Verdiinnungsprinzip in verschiedenen, zu bestimmten klinischen 
Zwecken gebrauchten Instrumenten angewendet worden ist und 
es lift sich folgern, dab man mittels solcher «klinischen» 
Kolorimeter exaktere Resultate hat erzielen kénnen, als mittels 
der gebriiuchlichen Kolorimeter, die doch auf eine grofere 


Genauigkeit Anspruch machen. 








Uber den Nachweis von Hamatin im menschlichen Blutserum. 
Von 
O. Schumm. 


Mit einer Abbildung im Text und einer Tafel in Lichtdruck. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des Allgemeinen Krankenhauses Hamburg-Eppendorf.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16, Juli 1913.) 


Die kiirzlich mitgeteilte erste Beobachtung von Hiimatin- 
iimie beim Menschen’) hat mich zu weiteren Untersungen tiber das 
Vorkommen und den Nachweis von Himatin im Blutserum ver- 
anlabt. Dabei habe ich gemeinsam mit C. Hegler?) gefunden, 
daB Hiimatin in wechselnder Menge bei verschiedenartigen 
pathologischen Zustiinden im Serum auftreten kann, unter Um- 
stiinden als fiirbender Hauptbestandteil, hiiufiger vergesell- 
schaftet mit betriichtlichen Mengen von Methimoglobin, Oxy- 
hamoglobin Bilirubin, vielleicht auch Kathimoglobin. Im Blut- 
serum gesunder Menschen habe ich Hiématin bislang nicht 
gefunden.*) Hiimatinreiches Serum, das andere Farb- 
stoffe nur in geringer Menge enthalt, hat eine mehr 
oder weniger stark braungelbe Farbe. Bei gleichzeitiger 
Anwesenheit von Hamatin, Methimoglobin und Oxyhiimoglobin 
zeigte das Serum Farbtone, in denen je nach dem Mengen- 
verhiltnis der genannten Farbstoffe entweder Gelb, Braun oder 
Rot vorherrscht. Stark beeinfluBt wird die Farbe des Blut- 
serums auch durch die Anwesenheit von bilirubin, das schon 
in mibiger Menge sattgelbe Firbung des Serums bewirkt. 
Demnach lift sich aus der Farbe des Serums kein sicherer 
SchlufB auf die Art der fiirbenden Bestandteile ziehen. 

Die Erkennung des Himatins im Blutserum griindet sich 
auf das absorptive Verhalten des Hiimatins selbst und seines 
Reduktionsproduktes, des Himochromogens. Sie erfolgt daher 


t) O. Schumm, Himatinimie bei toxischem Blutkérperchenzerfall. 


Diese Zeitschrift, Bd. 80, H. 1, S. 1. 
*) Vortrag in der Sitzung der Biologischen Abteilung des iirztlichen 


Vereins zu Hamburg am 29. XII. 12. 

3) Daf’ auch im normalen Blutserum geringste Spuren von 
Himatin auftreten kénnen, ist nicht ausgeschlossen. Jedenfalls kann es 
sich aber nur um so kleine Mengen handeln, dafs die spiiter zu erdrternde 
Probe bei der Untersuchung desSerums in 4em Schichtdicke negativ ausfalll. 
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im wesentlichen durch spektroskopische Untersuchung des Blut- 
serums vor und nach Behandlung mit Schwefelammonium. 

Die Angaben verschiedener Autoren tiber die Absorptions- 
erscheinungen des Hiimatins zeigen Abweichungen, die sich 
wohl hauptsiichlich durch die verschiedene Herstellungsart des 
Hiimatins» und die Anwesenheit von Zwischenprodukten in 
der gepriiften «HiamatinlOsung» erkliiren. Oft hat man zum 
Studium des Absorptionsspektrums von Hamatin Losungen_ be- 
nutzt, die durch Behandeln von Blut oder Oxyhimoglobinlosung 
mit Kalilauge in der Hitze oder bei gewohnlicher Temperatur herge- 
stellt waren. Die Absorptionserscheinungen solcher Losungen 
kann man nicht auf das Himatin allein beziehen, da aufer 
ihm gewohnlich noch Zwischenprodukte vorhanden sind. Man 
beriicksichtigt daher meistens nur den Orangestreifen, der 
als charakteristisch gilt, wenngleich seine Lage bei den auf 
verschiedene Weise hergestellten Priparaten Abweichungen auf- 
weist. Fiir das nach der Vorschrift von Hoppe-Seyler- 
Thierfelder durch Spaltung von Oxyhimoglobin mit Eisessig 
hergestellte Hiimatin fand ich folgende Werte: !) 

A. Lésung in Kalilauge. 

I. Priiparat: Breiter verwaschener Orangestreifen, dessen 
Mitte zu ungefiihr uu 613 bestimmt werden kann. 

I]. Priiparat: Mitte des breiten Orangestreifens ca. 607. 

Bb. Losung in Salmiakgeist. 

I. Priiparat: Breiter verwaschener Orangestreifen, Mitte 
ca. uu 610. 

Il. Priiparat: Mitte des breiten Orangestreifens ca. 615. 

Kin anderes Priiparat wurde hergestellt, indem frisches 
Blut mit der 1Ofachen Menge 8°/oiger Kalilauge aufgekocht, 
abgekiihlt, mit Eisessig im starken Uberschu®B versetzt und 
danach mit Ather ausgeschiittelt wurde. Die iitherische Losung 
wurde 3mal mit gleichviel Wasser gewaschen und danach mit 
iiberschiissiger Kalilauge ausgeschiittelt. Die filtrierte alkalische 


') Bei einer friiheren Untersuchung fand ich fiir ein in derselben 
Weise hergestelltes und in Kalilauge geléstes Hamatin fiir den Orange- 


streifen im Prismenspektrum uu 612. 
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Hiimatinldsung gab einen unsymmetrischen Streifen im 
Orange, dessen dunkelste Stelle gelbwiirts von der Mitte des 
Streifens lag und zu ca. 606 bestimmt wurde. Einige dieser 
alkalischen LOsungen gaben noch einen unscharf begrenzten 
Streifen im Gelb ungefiihr in der Gegend von uu 571. 

Zusatz von Schwefelammonium zu den alkalischen «Hiimatin- 
losungen» bewirkte das Auftreten des Hiimochromogenspektrums, das 
aber (trotz geniigendem Zusatz von Schwefelammonium, Abschluf§ der Luft 
und sofortiger Untersuchung) bei den einzelnen Lisungen Abweichungen 
zeigte ;*) zum Beispiel lag der erste scharf bestimmbare Himochromogen 
streifen bei der Lésung des einen Praparates in Kalilauge auf uu 559, 
bei der Lésung in Salmiakgeist auf 5561/2; der zweite Streifen auf ea. 529 
bezw. 527. Auch zeigte sich ein dem Hiimochromogen nicht zugehériger 
schwacher Streifen im Gelb, etwa am Orte des ersten Oxyhiimoglobinstreifens. 

Ich priifte ferner ein Hiimatin, das aus frisch hergestelltem 
Haimin durch Spaltung mit Kalilauge gewonnen war. Die so- 
gleich nach der Herstellung untersuchte alkalische Lésung gab 
einen starken, symmetrischen, gut abgegrenzten Orange- 
streifen, dessen Mitte ich zu uu 618 bestimmte; ferner einen 
hdchst schwachen Streifen, dessen Ort nur ungefiihr zu uu 575 
angegeben werden kann, und einen schwachen, nach Blau kaum 
abgegrenzten Schatten im Griin, dessen Mitte ich zu ungefihr 
uu 532 bestimmen konnte. Die griinlich-braune Loésung fiirbte 
sich nach Zusatz von Hydrazinhydrat schOn rot und gab ein 
intensives, reines Hamochromogenspektrum (I. Streifen auf 
uu 505, II. Streifen ca. 528). 

Der Orangestreifen einer (aus Blut und Natronlauge her- 
gestellten) alkalischen Himatinldsung ist von Rost, Franz 
und Heise?) auf spektrophotographischem Wege richtig dar- 
gestellt worden. Seine genaue Ortsbestimmung ist auch auf 
spektrogrammetrischem Wege schwierig, da ein Absorptions- 
maximum nicht immer geniigend scharf hervortritt. Trotzdem 
liBt sich der Ovangestreifen des Himatins von dem Rotstreifen 
des neutralen Methamoglobins sehr wohl unterscheiden, wenig- 


') Vgl. auch: W. J. Dilling, Atlas der Hamochromogene, 1910, 
Stuttgart, bei F. Enke. 

*) Rost, Franz und Heise, Beitrage zur Photographie der Blut- 
spektra unter Beriicksichtigung der Toxikologie der Ameisensiure. Berlin, 


Verlag von Julius Springer 1909, Tafel VII, Fig. A 3. 
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stens habe ich den Streifen der Hamatinlésung stets weiter 
nach Gelb hin gefunden als den Rotstreifen des Methimoglobins. 

Kiirzlich bot sich mir die seltene Gelegenheit, in einem ganz 
frischen Harn!) ein ungewohnlich reichliches braunschwarzes 
Sediment aufzufinden, das sich durch Waschen mit Wasser 
leicht reinigen liefi und seinem ganzen Verhalten nach als 
reines oder nahezu reines Haimatin angesehen werden darf. 
Es léste sich weder in reinem noch in sodahaltigem Wasser, 
dagegen leicht in Wasser, dem eine sehr kleine Menge Kali- 
lauge zugesetzt worden war. Getrocknet bildete es ein braun- 
schwarzes Pulver, das sich in " 10-Kalilauge leicht aufldste. 
Die Losung hatte dieselbe Farbe wie alhalische Lésungen von 
reinem kiinstlich hergestellten Hiamatin und zeigte bei der 
Priifung im Gitterspektrometer nur einen deutlichen Ab- 
sorptionsstreifen und zwar im Orange auf ungefiéhr uu 615 
(Fig. 1 Spektrum a). Das Grtin war ziemlich stark, Blau und 
Violett schon bei 1 cm Schichtdicke sehr stark verdunkelt, 
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Fig. 1. 
1. a = Hiimatin aus Harn in sehwach KOH-haltigem Wasser. 
1. b = Dieselbe Lésung nach Behandlung mit Schwefelammonium. 
(Reines Himochromogenspektrum.) 
2. a Menschliches Blutserum mit betrichtlichem Gehalt an Hamatin 
und Oxyhiimoglobin. 
2. b Dasselbe Serum nach Behandlung mit Schwefelammonium. 


(Himochromogenspektrum mit schwachem Himoglobin-Schatten, 
der die Deutlichkeit des ersteren kaum beeintrichtigt.) 


') Harn eines durch den Bacillus emphysematosus hervorgerufenen 
Falles von Bakteriimie, den Herr Dr. C. Hegler beobachtet hat. 





' 
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bei 2 cm vollstindig ausgeléscht. Wurde die Lésung mit Ather 
iiberschichtet und mit gesiittigtem Schwefelammonium gemischt, 
so zeigte sich alsbald das reine Absorptionsspektrum des Hiimo- 
chromogens in alkalischer Losung (Fig. 1 Spektrum b). Die 
sogleich vorgenommene Ortsbestimmung ergab uu 559 fiir den 
ersten und ca. uu 528 fiir den zweiten, schwiicheren Streifen. 

V. Arnold') hat unter der Bezeichnung «neutrales 
Hiimatin» eine Substanz beschrieben, die sich anscheinend 
durch einfaches Alkalisieren ihrer neutralen Lésung in das 
«gewohnliche» Himatin tiberfiihren labt, wenigstens liefert nach 
V. Arnold eine derartige alkalisierte Losung bei Zusatz 
von gelbem Schwefelammonium das Spektrum des Hamochro- 
mogens. Nach Arnold wire dessen «neutrales Himatin». weil 
es aus dem Hiimoglobin durch ganz verschiedenartige denatu- 
rierende Einwirkungen entsteht, als «denaturiertes Hiimo- 
globin» zu bezeichnen.?) 

In einem sogenannten Teerstuhl*®) habe ich kirzlich ein 
Abbauprodukt des Blutfarbstoffs gefunden, das dem echten 
Hiimatin anscheinend nahesteht, sich aber doch in mehrfacher 
Hinsicht noch wesentlich von ihm unterscheidet und vielleicht 
der Gruppe der sogenannten Kathimoglobine zuzusprechen 
wiire. Die braunschwarze Faecesmasse wurde mit der 1Ofachen 
Menge Wasser verrieben und filtriert. Das Filtrat glich in 
seinem Farbton fast vollstiindig einer alkalischen, wisserigen 
Hiimatinldsung, es reagierte nahezu neutral (Kongopapier 
und empfindliches rotes Lackmuspapier wurden nicht verandert, 
blaues Lackmuspapier kaum merklich gerdtet). Sein Absorp- 
tionsspektrum zeigte einen ziemlich starken verwaschenen Ab- 
sorptionsstreifen im Rot auf ungefiihr uu 627 und einen duberst 
schwachen Streifen auf uu 577. (Eine Beimengung von echtem 


') Arnold, Ein Beitrag zur Spektroskopie des Blutes. Diese Zeit- 
schrift, Bd. 29, H. 1, S. 78. 

*) Ich verdanke diese Angabe einer freundlichen brieflichen Mit- 
teilung des Herrn Dr. V. Arnold. 

3) Der Stuhl, den mir Herr Dr. C. Hegler freundlichst zur Ver- 
fiigung stellte, stammte von einem an Ulcus ventriculi leidenden Kranken 
und war eine Woche nach der Blutung entleert worden. 
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Methimoglobin lief sich nicht feststellen.) Bei Zusatz von 
Schwefelammonium entstand kein deutliches Hémochro- 
mogenspektrum. Wurde der wiisserige Faecesauszug mit gleich- 
viel ™ 10-Kalilauge versetzt, so lieferte er ein Absorptionsspektrum, 
welches dem des oben erwiihnten Harnhimatins entsprach, 
d. h. der Rotstreifen lag jetzt auf ca. uu 613. Auch gab die 
Losung jetzt bei Zusatz von Schwefelammonium ein inten- 
sives Hiimochromogenspektrum. Wurde der wiisserige Faeces- 
auszug mit sehr wenig Essigsiiure versetzt, so fiel der Farb- 
stoff als brauner feinflockiger Niederschlag aus; das Filtrat 
war strohgelb und zeigte im Spektrum nur den bekannten 
scharfen Absorptionsstreifen des Urobilins. 

Das von mir im Blutserum gefundene Abbau- 
produkt des Blutfarbstoffs unterscheidet sich von 
dem «denaturierten Haimoglobin» Arnolds nicht nur 
in seiner Farbe, sondern auch in seinem absorptiven 
Verhalten. Es weist die beiden Kennzeichen auf, die 
fiir den Nachweis des in serdsen Fliissigkeiten ge- 
lOsten Hiimatins in erster Linie in Betracht kommen: 
den verwaschenen Absorptionsstreifen im Orange, 
der weiter nach Gelb hin liegt als der Rotstreifen des 
Methimoglobins und im Gegensatz zu letzterem durch 
Zusatz von Soda und Schiitteln mit Luft nicht ver- 
schwindet oder abgeschwiacht wird; ferner die Eigen- 
schaft, lediglich durch Zusatz von Schwefelammonium 
glattin Himochromogen tibergefiihrt zu werden. Dabei 
ist freilich zu beriicksichtigen, daB médglicherweise mehrere 
Stoffe vorkommen, die in ihrem L6slichkeitsverhaltnis und 
ihrem spektroskopischen Verhalten den Charakter des Hamatins 
aufweisen, sich aber vielleicht durch ihren Eisengehalt unter- 
scheiden.!) Eine nihere Charakterisierung der Substanz er- 
scheint vorderhand kaum méglich, da sie sich aus dem Serum 
noch nicht isolieren liabt. 

Da eine alkalische Hiimatinlésung im Vergleich 
mit einer gleich starken Himochromogenlosung eine 

') Vergl. auch R. von Zeynek, Zur Frage des einheitlichen 


Hiimatins. Diese Zeitschrift, Bd. 49. S. 475. 
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viel schwiichere Absorptionserscheinung gibt, so 
lassen sich sehr geringe Mengen von Hiimatin im Serum 
durch die spektroskopische Beobachtung nicht ohne 
weiteres wahrnehmen, sondern erst nach Umwandlung des 
Hiimatins in Himochromogen. Auf diesem Wege gelingt der 
Nachweis des Hiimatins auch bei gleichzeitiger Anwesenheit 
von Oxyhamoglobin, denn der hierbei entstehende Absorptions- 
streifen des reduzierten (sauerstofffreien) Hiimoglobins ist so 
verwaschen, dafi sich der schmale, scharfe erste Hiaimochro- 
mogenstreifen im Griin deutlich von ihm abhebt (vgl. Fig. 2, 
a und b). In solchen Fallen sieht man unter Umstiinden 
bald nach Zusatz von Schwefelammonium schon den ersten 
Streifen des Hiimochromogens, ehe noch der erste Streifen 
des Oxvyhamoglobins verschwunden ist, soda in dieser Phase 
zwei schmale, nur durch einen kleinen Zwischenraum getrennte 
Absorptionsstreifen vorhanden sind. — Ein starker Uberschul 
an Haimoglobin kann den Hiamochromogennachweis natiirlich 
erschweren oder unmoglich machen. Deshalb ist der negative 
Ausfall dieser Probe oberhalb eines gewissen Oxyhiimoglobin- 
gehaltes nicht beweisend. — Da sich ein sehr hoher Hiimatin- 
gehalt schon durch den Orangestreifen bemerkbar macht, 
ist in diesem Falle ein reichlicher Oxyhiimoglobingehalt weniger 
storend. 

Das zu priifende Blut wird am besten gleich in einem 
Zentrifugenglas aufgefangen. Nach dem Zentrifugieren giebt 
man das Serum klar ab und filtriert es ndtigenfails. Die spektro- 
skopische Beobachtung erfolgt zuniichst in mdglichst grofer, 
ca. 4 em betragender Schichtdicke, damit ein etwa vorhandener 
schwacher Absorptionsstreifen im Rot oder Orange wahrnehm- 
bar wird. Danach beobachtet man das Serum auch in allmiihlich 
verminderter Schichtdicke und bestimmt in bekannter Weise!) 
moglichst genau den Ort aller etwa vorhandenen Absorptions- 
streifen. Einen Teil des Serums tiberschichtet man in einem 
geeigneten Absorptionsgefif mit etwas Ather, setzt etwa 1/10 


') vel. z. B. O. Schumm, Klinische Spektroskopie, Jena bei 
G. Fischer, ferner O. Schumm, Die messende Spektroskopie usw., 


siochem. Zeitschr., 1912, Bd. 42, S. 304. 
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Volumen (bei hohem Oxyhiimoglobingehalt bis '/5 Volumen) 
gesiittigtes und auf seine Wirksamkeit gepriiftes Schwefel- 
ammonium hinzu, mischt durch mehrmaliges sanftes Umriihren 
und beobachtet die Fliissigkeit spektroskopisch in geeigneter 
Schichtdicke. Die Umwandlung des Hiimatins in Hiamochro- 
mogen erfolgt ziemlich schnell; sie diirfte wohl ausnahmslos 
innerhalb einiger Minuten beendet sein. 

Um diese Untersuchung der Sera zuverliissig auszufiihren 
und vergleichbare Befunde zu erhalten, gebraucht man am 
besten einen Standapparat, d.h. einen fest aufgestellten, 
mit verschiebbarem Kondensor versehenen Spektralapparat, 
der eine Kinrichtung zur Ortsbestimmung der Absorptionsstreifen 
besitzt. Ich benutze deshalb eins der von mir beschriebenen 
(iitterspektroskope (bezw. Gitterspektrometer'!)) und als Licht- 
quelle in allen Fiillen eine Nernstlampe mit freiliegendem Gliih- 
stilt. Zwecks Wahrnehmung schwacher Absorptionsstreifen 
mul} die Lichtstiirke durch Verschieben des Kondensors der 
verschiedenen Durchsichtigkeit der Sera entsprechend abgestuft 
werden. Man beobachtet zuniichst bei einer Spaltweite von 
ea. 0,05—0,06 mm und sucht die nétige Helligkeit in erster 
LLinie durch intensive Beleuchtung des Spaltes zu erzielen, erst 
in zweiter Linie durch etwas weiteres Offnen des Spaltes. 
Stark opalisierend getriibte Sera, wie sie z. B. das Malaria- 
blut hiiufig liefert, lassen sich bisweilen nur in einer Schicht- 
dicke von 1-2 em untersuchen. Als Absorptionsgefabe ver- 
wendet man nur solche, bei denen die vom Lichte durchstrahlten 
Glaswiinde eben und einander parallel sind; z. B. die bekannten 
Glaskiisten (mit den InnenmaBen 5 >< 20 mm, 7!/2 < 20 mm, 
10 x 20 mm, 10 X 30mm, 10 X 40 mm usw.). 

Die Menge des vorhandenen Himatins lat sich 
bislang nur anniiherungsweise feststellen. Ich bestimme 
entweder diejenige Schichtdicke, bei der das mit Schwefel- 
ammonium versetzte Serum den ersten Absorptionsstreifen des 

') O. Schumm, Ein neues Gitterspektroskop und ein Gitterspektro- 
graph mit variabler Dispersion zu Untersuchungen tiber Absorptions- 
spektra. Diese Zeitschrift, Bd. 66, S. 287, 1910. — Ferner: «Spektro- 
graphische Methoden> in E. Abderhaldens Handbuch der Biochemischen 
Arbeitsmethoden, Bd. VI, S. 393, 1912. 
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I. a bis d = Menschliches Blutserum mit 
reichlichem Gehalt an Hi- 
matin und miafig starkem 
Gehalt an Oxyhamoglobin, 
in verschiedener Schicht- 
dicke. 

e = DasselbeSerum nach Zusatz 
von Schwefelammonium. 
(Sehr starker erster Himo- 





chromogenstreifen. ) 


1 = Menschliches Blutserum mit 
reichlichem Gehalt an Ha- 
matinund Oxyhimoglobin. 

b DasselbeSerum,verdiinnt, 

nach Zusatz von Schwefel- 

ammonium. (Deutlich. erster 


Hiimochromogenstreifen. ) 


as 


ee 
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Il. aund b = Menschliches Blutserum mit 
ziemlich reichlichem Gehalt 
an Haimatinund Oxyhimo- 
globin, in verschiedener 
Schichtdicke. 

cundd — Dasselbe Serum nach Zusatz 
von Schwefelammonium, in 


IT. 








verschiedener Schichtdicke, 
(Deutlicher erster Himo- 
chromogenstreifen.) 





IV. aund b = Menschliches Blutserum mit 
hohem Haimatingehalt, 
in verschiedener Schicht- 
dicke. 

c und d == DasselbeSerum,verdiinnt, 
nach Zusatz von Schwefel- 
ammonium. (Deutlich. erster 








Haimochromogenstreifen. ) 
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Himochromogens noch eben deutlich zeigt, oder ich bestimme 
die Intensitat der Absorptionsstreifen des mit Schwefelammonium 
versetzten Serums spektrokolorimetrisch, wobei eine frisch 
hergestellte Himochromogenlésung von bekanntem Gehalt als 
Vergleichsfliissigkeit dient, und berechne danach den Gehalt 
an Hiimatin. — Hierbei erhaélt man natiirlich nur dann brauch- 
bare Resultate, wenn man die Fliissigkeiten vor Zusatz von 
Schwefelammonium mit Ather iiberschichtet und unndtiges Um- 
riuhren vermeidet, da andernfalls das Hiimochromogen durch 
den Sauerstoff der Luft teilweise wieder zu Hiimatin oxydiert 
wird. Ist man gezwungen, die mit Schwefelammonium §ver- 
setzte Fliissigkeit umzufillen, so mui man nachher noch etwas 
Schwefelammonium hinzufiigen. — Die Empfindlichkeit des 
qualitativen Nachweises von Himatinschwankt je nach 
der groferen oder geringeren Durchsichtigkeit des 
Blutserums und dem Gehalt an anderen Farbstoffen. 
Unter giinstigen Umstiinden diirfte durch die Probe mit Schwefel- 
ammonium bei der Beobachtung des Serums in 4 em Schicht- 
dicke eine etwa 0,035°/o Blut entsprechende Menge Hiimatin 
noch nachweisbar sein. Ist der]. Himochromogenstreifen 
bei4em Schichtdicke noch deutlich wahrnehmbar und 
seiner Lage nach bestimmbar, so bezeichne ich den 
Befund mit «Ht -+-»; ist er schon bei 2 cm Schichtdicke 
nachweisbar, mit «Ht 2+», wenn schon bei 0,5 em 
Schichtdicke nachweisbar, mit «Ht &8 +-» usw. 

In einigen Fiillen habe ich im Blutserum Kranker einen 
Hiimatingehalt gefunden, der schiitzungsweise einer 1 °/oigen 
Blutl6sung entspricht. 

GroBbere Mengen von Himatin habe ich neuerdings 
auch bei mehrerendurch den Bacillus emphysematosus 
(E. Fraenkel) verursachten Fallen von Bakteriimie,') 
die von Dr. H. Schottmiiller beobachtet wurden, im 
Blutserum gefunden. Ein Teil dieser Sera enthielt daneben 
betriichtliche Mengen von Methimoglobin. Derartige Sera zeigen 


') Bei anderen bakteriell bedingten Erkrankungen habe ich gréfere 
Mengen von Himatin bislang nicht gefunden, vgl. auch C. Hegler, 
Vortrag in der Biol. Abteilung des arztlichen Vereins zu Hamburg, Sitzung 
vom 29. XII. 12. 
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nach den bisherigen Beobachtungen im Rot und Orange nicht 
etwa zwei getrennte, sondern nur einen breiten, verwaschenen 
Absorptionsstreifen, meistens ohne ein deutlich wahrnehmbares 
Absorptionsmaximum. Die Ortsbestimmung lief sich deshalb 
nur durch anniihernd richtige Feststellung der Mitte des Streifens 
bewirken. 

Durch okulare Messung im Gitterspektrometer habe ich 
fiir das Serum von 11 verschiedenen Krankheitsfiillen folgende 
Werte feststellen konnen: 

einmal wu 630, 
einmal uu 629, 
zweimal uu 628, 
zweimal uu 625, 
fiinfmal wu 627.1) 

Besonderes Interesse bot das Verhalten des Serums eines 
zwolften Falles. Es war braun, gab einen starken Absorptions- 
streifen im Rot mit einem deutlichen Maximum auf uu 635 und 
enthielt viel Methimoglobin nebst sehr wenig Oxyhimoglobin, 
aber kein Hiimatin. Die am niachsten Tage entnommene 
Blutprobe lieferte ein gelblichbraunes Serum, das einen starken 
Absorptionsstreifen auf ungefihr uu 654 aufwies und viel Met- 
hiimoglobin, daneben aber auch eine betrachtliche Menge (10 +-) 
Hiimatin enthielt. Bei diesem Serum war der dem Himatin 
eigentiimliche Orangestreifen durch den viel intensiveren Met- 
hiimoglobinstreifen offenbar vollkommen iibert6nt; denn der 
Ort der maximalen Absorption war mit dem des Methiimo- 
globinstreifens (ca. 634/635) identisch. Der genaue Nachweis 
des Methiimoglobins griindet sich auf die bekannten Met- 





') Bei der mikrometrischen Ortsbestimmung des Streifens auf den 
Spektrogrammen erhielt ich niedrigere Zahlen z. B. bei zwei Sera, die 
iiberwiegend Hamatin enthielten, uu 615/616 und 616/617, bei Sera, die 
Methaimoglobin und Hiimatin enthielten, z. B. uu 621 und 622. Eine 
analoge Beobachtung habe ich bei der Ortsbestimmung des Rotstreifens 
von Methamoglobinlésungen gemacht, indem ich durch okulare Messung 
den Wert uu 634, durch mikrometrische Bestimmung auf den Spektro- 
grammen uu 629 fand, Fir die Streifen des Oxyhaimoglobins findet 
man dagegen nach beiden Methoden nahezu dieselben Werte. (O. Schumm, 
Untersuchungen tiber die Absorptionserscheinungen des Oxyhimoglobins 
im Gitterspektrum, Diese Zeitschrift, Bd. 83, S. 1, 1913). 
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himoglobinproben (Umwandlung in alkalisches Methamoglobin, 
Umwandlung in Oxyhimoglobin durch Zusatz von wenig 
Schwefelammonium und Schiitteln mit Luft, Umwandlung in 
Cyanhimoglobin.)!) 

Je nach der Art des Krankheitsfalles ist das Hiimatin ent- 
weder nur voriibergehend oder wiihrend liingerer Zeit im Serum 
nachweisbar. 

In einem der neuerdings beobachteten Falle enthielt das 
Serum am ersten Untersuchungstage Ht 4 +-, am vierten Tage 
30 +-, am zwolften Tage noch 14 +-; bei einem anderen Falle 
am ersten Tage Ht 8 +, am vierten Tage nur noch Ht 2 --; 
bei einem dritten Falle am ersten Tage Ht 9 --, am dritten Tage 
nur noch 3 -++ usw. Auf die Beziehungen zwischen Hiimatin- 
gehalt des Blutes und dem Hiimatin- bezw. Methiéimoglobin- 
gehalt des Harnes kann an dieser Stelle nicht eingegangen 
werden; nur soviel sei erwihnt, dafi ein Hiimatingehalt des 
Blutserums durchaus nicht von einem entsprechenden Hiimatin- 
oder Methimoglobingehalt des Harnes begleitet zu sein braucht. 

Auf der beigegebenen Tafel sind die mit einem meiner 
Gitterspektrographen hergestellten Aufnahmen der frischen, 
von vier verschiedenen Kranken stammenden Blutsera repro- 
duziert, in denen ich grébere Mengen von Hiimatin habe nach- 
weisen kénnen. (Zur Ortsbestimmung der Absorptionsstreifen 
auf den Spektrogrammen?) dient das in bekannter Weise mit- 
aufgenommene Linienspektrum des Heliumlichts.) 

Ein geringer Schatten im Orange, der nach der Behandlung des 
Serums mit Schwefelammonium bestehen bleibt, ist im allgemeinen auf 
nachtraglich entstandenes Schwefelhimoglobin zuriickzufiihren. 

Auf Fig. 4c der Spektraltafel ist ein solcher durch Schwefelhimo- 
globin bedingter schwacher Schatten bemerkbar. 

Auf Fig. I[b, Fig. Ile, d und Fig. [Vc, d ist nur der erste Streifen 
des Himochromogens vorhanden. Die Darstellung des zweiten Hiimo- 
chromogenstreifens gelingt nur bei gréferer Konzentration. Auf Fig. Ie 
ist der sehr starke erste Himochromogenstreifen nach rechts von dem 
zweiten nur noch eben abgegrenzt. Letzterer geht in die starke allge- 
meine Absorption in Blau itber. 


') Vgl. R. Kobert, Lehrbuch der Intoxikationen, Bd. 2, 1906, S. 765. 
2) vgl. auch: O. Schumm, Diese Zeitschrift, Bd. 83, Heft 1, S. 8. 








Uber Enzymgehalt in den Blattern von Salix caprea. 
Von 
Iwan Bolin. 


Der Redaktion zugegangen am 21, Juli 1913.) 


In der chemischen Literatur der letzten Jahre finden 
sich zahlreiche Angaben tiber spezifische glukosidspaltende 
Enzyme, welche von dem Gruppenenzym der natiirlichen Glu- 
koside, der B-Glukosidase, verschieden sein sollen. Die wich- 
tigsten derselben sind die folgenden: Myrosin, das schon 
1890 von Bussy und Guignard!) dargestellt wurde. Es 
spaltet Sinigrin: a- und B-Glukoside werden aber nicht ange- 
griffen.*) Gaultherase®) oder Betulase, das Gaultherin zer- 
legt und weder Salicin noch Amygdalin angreift. Rham- 
nase,*) das Xanthorhamnin spaltet. Es fehlen naéhere Angaben 
liber seine spezifische Natur. Lotase®) und Gease,*) die 
resp. Lotusin und Gein spalten. Beide sind von Emulsin 
verschieden. Sigmund gibt den Befund mehrerer neuer En- 
zyme an: Salicase’) in verschiedenen Salix- und Populus- 
Arten, Arbutase’) in Calluna- und Vaccinium-Arten und As- 
kulin’) in Aeskulus hippocastanum, Auch Weewers’?) hat 
Salicase in verschiedenen Salixarten nachgewiesen. Zuletzt 

') Bussy und Guignard, Compt. rend. de Acad. des Sc., Bd. 111, 
S, 249, 920 (1890). 

*) Fischer, Ber. d. d. chem. Ges., Bd. 27, S. 3479 (1894). 

*) Bourquelot, Journ. de Pharm. et de Chemie, Bd. 3, S$. 577 (1896). 

*) G. und C. Tanret, Bull. de la Soc. Chim. (3), Bd. 21, S. 1065, 
1073 (1899), 

®) Dunstan und Henry, Proc. Roy. Soc. Ser. B., Bd. 67, S. 224 
(1901); Bd. 68, S. 374 (1901). 

*) Bourquelot und Hérissey, Compt. rend. de l’Acad. des Sc., 
Bd. 149, S. 870 (1905). 

‘) Sigmund, Sitzungsber. d. Wiener Akad., I, Bd. 117, S. 1213 
(1908). 

’) Sigmund, Monatshefte f. Chemie, Bd. 31, S. 657 (1910). 
*) Weewers, Rec. des Trav. bot. Néerlandais, Bd. 7, S. 1 (1910). 
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sollen noch einige in den letzten Jahren gefundene Enzyme 
erwabnt werden, nimlich Elaterase!) in Ecballium elaterium, 
das Elaterin spaltet, und ein Populin- und Phloridzin spaltendes 
Enzym,?) das sich in Schnecken und Crustaceen  befindet. 
Uber Vicianase, Prunase und andere siehe H. E. Arm- 
strong, EK. F. Armstrong und Horton.®) 

Es wiire moglich, dab diese Resultate sich verallgemeinern 
lieBen, und dab es zu jedem Glukosid ein spezifisches Enzym 
gibe; aber auch, dai der grébte Teil der Enzyme zu dem 
Typus der 6-Glukosidase gehort. 

Bei der Mehrzahl der genannten Enzyme ist die Spezifizitit 
bisher nur ungenitigend festgestellt worden. Da die Frage, ob 
und in welchem Umfang spezifische Glukosidasen existieren, 
ein prinzipielles Interesse besitzt, so habe ich auf Vorschlag von 
Prof. H. von Euler ein solches als spezifisch angesehenes 
Enzym naher zu charakterisieren und mit den auf B-Glukoside 
allgemein wirkenden 8-Glukosidasen zu vergleichen versucht. 

Nachdem ein Teil der Versuche (im Sommer 1911) aus- 
gefiihrt war, erschien im Jahre 1912 eine Mitteilung von 
H. E. Armstrong, E. F. Armstrong und Horton, welche 
zum Teil den gleichen Gegenstand beriihren.*) 

Um die Frage anniihernd quantitativ verfolgen zu konnen, 
wiire die einfachste Methode, die Glukosidspaltung polarime- 
trisch zu verfolgen. Um die Brauchbarkeit dieser Methode zu 
priifen, untersuchte ich zuerst die Spaltung mit Salicase. 

Die Salicase wurde genau nach den Angaben von Sig- 
mund dargestellt, durch zweitigiges Extrahieren der fein ge- 
hackten Bliitter von Salix caprea mit Wasser unter Zusatz 
von Toluol und Fillen mit 95°/oigem Alkohol. Die Faillung 
wurde abermals im Wasser gelést, mit 90°/oigem Alkohol ge- 
fallt und mit 100°/oigem Alkohol gewaschen. 2 kg der Blitter, 
den 26. Angust gepfliickt, gaben 4 g Rohsalicase. 


') Bierry und Giaja, Compt. rend. de la Soc. Biol., Bd. 62, 
S. 1662 (1907). 

2) Berg, Bull. de la Soc. Chim. (4), Bd. 7, S. 385 (1910). 

5) H. E. Armstrong, E. F. Armstrong und Horton, Proc. Roy. 
Soc. Ser. B., Bd. 85, S. 363 (1912). 
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Eine 2°/oige Loésung von Rohsalicase wurde davon _ be- 
reitet und durch Tierkohle filtriert, wodurch sie ganz klar 
wurde. (Um nachzusehen, ob Tierkohle Enzym_ absorbiert 
oder nicht, wurde ein Versuch mit Salicin und Emulsin, 
welches vorher mit Tierkohle behandelt war, angestellt. Es 
zeigte sich, dali die Wirkung zwar schwiécher war als mit 
unbehandeltem Emulsin, dafi aber die Spaltung von Salicin 
doch ziemlich rasch vor sich ging.) 1 g Salicin wurde in 
20 cem dieser LOsung gelOst, und die Drehung abgelesen. So- 
dann wurde die Loésung in den Trockenschrank bei 35° ge- 
stellt. Selbst nach 14 Tagen konnte aber keine Drehungs- 
iinderung beobachtet werden. 

Das negative Resultat zeigt, dafi entweder unsere 
schwedische Salix-Art bei dieser Jahreszeit keine Salicase 
enthalt, oder dafi die Spaltung zu klein war, um_ polari- 
metrisch nachweisbar zu sein. 

Um die Sache niher zu untersuchen, habe ich Sig- 
munds Versuche wiederholt. Da er keine Angaben tiber das 
Gewicht der angewandten Mengen von blattern und Wasser 
gibt, habe ich die Versuche folgenderweise ausgefiihrt. 

Drei Erlenmeyer-K6lbchen (A, B, C) wurden mit je 40 g 
fein gehackten Blittern von Salix caprea gefiillt. Die Bliitter 
waren am 28. August gepfliickt. Hierzu wurden jetzt 40 cem 
Wasser zugesetzt. Das Kolbchen A mit seinem Inhalt wurde 
eine halbe Stunde auf kochendem Wasserbad erhitzt. Dann 
wurde zu A und zu B je 1 g Salicin gesetzt. Alle drei Kélbchen 
wurden mit Chloroform versetzt und zuletzt im Trocken- 
schrank bei 35° 14 Tage gehalten. — In A haben wir also 
getétetes Enzym + 1 g Salicin, in B reaktionsfihiges Enzym 
-++- 1 g Salicin und in C reaktionsfiihiges Enzym ~- O g Salicin. 
— Nach dieser Zeit wurde die Fliissigkeit abgenutscht, die 
Blatter mit 5 >< 25 ecm Wasser gewaschen, und die Fliissig- 
keit sowie das Waschwasser auf dem Wasserbade bis 25 ccm 
eingedampft. Der Riickstand wurde ausgeathert, der Ather 
nach 1tigigem Stehen iiber ausgegliihtem Na,SO, abdestilliert 
und der Atherriickstand gewogen. Zwei Parallelversuche 


gaben folgende Resultate: 
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Atherriickstand von A. ..... . 0,060 ¢ 
(Getotetes E. a SOS. « «ss - OFF 
Atherriickstand von B...... . 0,209 » 
(Aktives E. + 1gS) ...... 0,201 > 
Atherriickstand von C....... OO17 » 


(Aktives E. ++ Og S) cess - QO 

Der Riickstand von B wurde durch FeCl, stark  violett 
gefiirbt und erwies sich hauptsiichlich als Saligenin. A und C 
wurden nicht oder nur schwach durch FeCl, gefiirbt. 

Die schwedische Salix caprea-Art enthiilt also auch ein 
Salicin spaltendes Enzym, und daf ich es nicht polarimetrisch 
nachweisen konnte, muf} davon herriihren, dali das aus Wasser- 
extrakt durch Fallen mit Alkohol dargestellte Enzym minder 
reaktionskriftig ist. Auch wird die Lésung durch Filtrieren 
durch Tierkohle geschwiicht. — Um dies nachzuweisen, habe 
ich parallel einen polarimetrischen Versuch und einen nach 
Oben beschriebener Methode ausgefiihrten Versuch angestellt. 

Im Polarimeter konnte ich aber wieder keine Spaltung 
nachweisen. Der Riickstand von aktivem Enzym war 0,012 g: 
von getotetem 0,007 g; also waren ca. 0,005 g Saligenin ge- 
bildet, ca. 1°/o gespaltetem Salicin entsprechend; berechnet 
auf 0,005 g Saligenin war es 0,011 g Salicin. Die polarimetrische 
Drehung war — 1,25° im Anfang; die theoretische Anderung 
betrug folglich 0,017°, eine Anderung, die ich nicht ablesen 
konnte. 

Zuletzt habe ich geprift, ob zerquetschte Salix caprea- 
Blitter auch Amygdalin sowie a- und £-Methylglukoside spalten. 

Die Versuche wurden mit Blattern, die den 26. August 
1911 gepfliickt wurden, angestellt. Die Versuchsbedingungen, 
bis zum Auswaschen der blitter mit 5 X 25 ccm Wasser, 
waren ebenso wie beim Salicin ausgefiihrt. Von den Filtraten 
wurden dann je 25 cem Fliissigkeit abdestilliert und weiter 


gepriift. 

Die Resultate waren die folgenden: 

Amygdalin: Das Destillat wurde mit HNO, sauer ge- 
macht und mit AgNO, gefallt. Das aktive Enzym gab 0,057 g 
AgCN; das durch Kochen Getétete nicht einmal eine Triibung. 

a-Methylglukosid: Das Destillat wurde nach Zeisels 
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Methode auf Methoxylgruppen gepriift. Folgende Ziffern wurden 
erhalten : 
Ungekochte Blatter +- 0g a-Methylglukosid gaben 0,017 g AgJ 


Gekochte i 1 > > » 0,014 > >» 
Ungekochte > +. | * > 0,019 »  » 
2 +- | » > QO,021 > » 


B8-Methylglukosid: Es wurde gepriift wie beim a-Methyl- 
glukosid. 
Ungekochte Blatter -+- 0g B-Methylglukosid gaben 0,015 g AgJ 


Gekochte + 1> > 0,023 » 
Ungekochte + 1: > >» O0,091> » 
> + 1> > > 0,085 >» » 


Zwei neue Versuche wurden im folgenden Jahr 1912 
ausgefiihrt, mit Blattern, die den 17. August und den 21. Sep- 
tember 1912 gepfliickt waren. In beiden Jahren waren die 
Bliitter von denselben Bitumen genommen. Diese Versuche 
gaben aber ganz andere Resultate. 

Amygdalin. 17. 8. 12. 


Gekochte Blatter +- 1g Amygdalin gaben O- g AgCN 


Ungekochte =» + 1» > >» O,071>  » 
Amygdalin. 21. 9. 12. 

Gekochte sliitter -- 1g Amygdalin gaben OO g Ag CN 

Ungekochte + 1> > >» 0,063 » 


Salicin. 17. 8. 12. 
Salicin gaben 0,006 g Atherriickstand 
>» 0,224 » > 


Gekochte Blatter + 1 ¢ 
Ungekochte >» + 1» 
a-Methylglukosid. 17. 8. 12. 

Gekochte —_ Blatter +- 1 g a-Methylglukosid gaben O g AgJ 
Ungekochte > -+- 1» > >» O> » 
a-Methylglukosid. 21. 9. 12. 

Gekockte —_Bliitter +- 1 g a-Methylglukosid gaben 0 g AgJ 

; + 1» > > Q» » 
B-Methylglukosid. 17. 8. 12. 

Gekochte Blatter +- 1 g B-Methylglukosid gaben 0 g AgJ 
Ungekochte > + 1 > > >» Ov » 
8-Methylglukosid, 21. 9. 12. 

Gekochte Blatter -+- 1 g B-Methylglukosid gaben 0 g AgJ 
Ungekochte > + 1 > > > Q » > 


Ungekochte 
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Dab die Versuche mit Bliittern von dem Jahre 1912 ganz 
andere Kesultate gaben als die mit Blittern von dem Jahre 
1911, zeigt, dab der Enzymgehalt der Blitter nicht immer der- 
selbe ist. So enthalten die bliitter von dem Jahre 1911 ein 
B-glukosidspaltendes Enzym, nicht aber die Bliitter von 1912. — 
Auberdem zeigt der Versuch vom Jahre 1912, dai es ein Enzym 
gibt, welches nur Salicin, nicht aber B-Methylglukosid spaltet, 
oder mit anderen Worten: Salicase ist ein spezifisches Enzym. 
Zu demselben Schlub, aber auf andere Weise, sind auch H. E. 
Armstrong, E. F. Armstrong und Horton!) gekommen. 

Dai Amygdalin in beiden Fiillen gespalten wurde, zeigt 
nur, dafB in den Bbléttern auch Amygdalase sich befindet. 


Zusammenfassung 

1. Die Bliitter von Salix caprea koOnnen mindestens 3 Gluko- 
sidasen enthalten: Salicase, Amygdalase und ein £-glukosid- 
spaltendes Enzym. 

2. Die Angabe von Sigmund, dafi Salicase ein auf 
Salicin spezifisch wirkendes Enzym ist, wurde experimentell 
bewiesen. 

3. Das Auftreten von Enzymen in derselben Salixart kann 
von Jahr zu Jahr wechseln. Das -glukosidspaltende Enzym, 
welches 1911 in den Salix-Bliittern auftrat, fehlte in den Blittern 
derselben Liiume wihrend der gleichen Entwicklungszeit im 
Jahr 1912. 


) E ¢, 








Indigobildende Substanzen im Harn («<Harnindikan>). 
I. Mitteilung. 


Von 
Dr. R. V. Stanford. 
(Research Chemist, Cardiff City Mental Hospital, England.) 


Mit einer Abbildung im Text. 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Juli 1913.) 


Dafi der Harn nach passender Behandlung Indigo liefern 
kann, ist schon liingst bekannt und die indigoliefernde Sub- 
stanz, das sogenannte Harnindikan, ist wiederholt Gegenstand 
chemischer und physiologischer Untersuchung gewesen. Nach 
Maillard’) erreichen die diesbeziiglichen Ver6ffentlichungen die 
ungeheure Zahl von mehreren Tausenden. Da das Wichtigste 
aus dieser umfangreichen Literatur schon verschiedentlich zu- 
sammengefafit worden ist,*) so scheint es mir nicht notig, in 
die Geschichte der Indikanfrage naher einzugehen. Es darf 
nur daran erinnert werden, da einige Harne, wenn sie mit 
einer Siiure und mit einem Oxydationsmittel versetzt werden, 
Indigo liefern. Als Oxydationsmittel sind alle méglichen sauer- 
stoffreichen Verbindungen vorgeschlagen worden. Als Sdaure 
kommt konzentrierte Chlorwasserstoffsiure meistens zur Ver- 
wendung. Der gebildete Farbstoff wird gewohnlich mit einem 
passenden Lésungsmittel (Chloroform) ausgezogen. 


Die indigobildenden Substanzen des Harns kann man auch 


dadurch fassen, daB man sie durch Behandlung mit einer Saure 


t) L. GC. Maillard, L’indoxyle urinaire et les couleurs qui en 
dérivent, Paris, Schleicher, 1903, S. XI und 114. 

*) Vel. Maillard, loc. cit.; Wang, Om Indikanuri, Christiania, 
Jacob Dywad, 1900, S. 156 und XVI, auch diese Zeitschrift, passim ; 
Ellinger, Diese Zeitschrift, Bd. 38, S. 178 (1903). 


- 
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(Chlorwasserstoffsiure) und mit einer wiisserigen Losung von 
Isatin in Indirubin tiberfiihrt.) 

Nachdem von Baumann und Brieger?) und von Hoppe- 
Seyler’) gezeigt wurde, dai Kaliumindoxylsulfat mit Chlor- 
wasserstoff und Oxydationsmitteln Indigo liefert, und nachdem 
sie Kaliumindoxylsulfat aus dem Harn von mit Indol gefiitterten 
Tieren dargestellt hatten, ist allgemein angenommen worden, 
daf die indigoliefernde Substanz des menschlichen Harns (das 
Harnindikan) mit Kaliumindoxylsulfat identisch war. 

Viele Untersuchungen sind auch zu dem Zweck ausgefiihrt 
worden, die physiologische oder pathologische Bedeutung der 
indigobildenden Substanzen des Harns aufzukliiren. Dabei ist 
ihre Entstehung auf eine ganze Reihe von verschiedenen Fak- 
toren bezogen worden. Auber verschiedenen korperlichen und 
geistigen Krankheiten sollen die Fleischnahrung und insbesondere 
die tibermiéihige Darmfiiulnis zuerst in Betracht kommen. Wenn 
man aber die mangelhaften analytischen Daten, worauf diese 
Behauptungen sich stiitzen, kritisch iiberlegt, so wird man zu 
dem SchluB kommen, dab sie blof eine allgemeine Meinung 
darstellen, welcher jeder exakte Beweis fehit. 

Zu diesen physiologischen Zwecken sind zuerst nur 
qualitative Proben angewandt worden. Andere Autoren haben 
aber spater versucht, durch quantitative Bestimmung des «Indi- 
kans» exaktere Resultate zu erhalten. Die bekanntesten quan- 
litativen Methoden riihren von Obermayer,‘) Wang,?®) 
Bouma,®) Ellinger,*) Maillard’) und Folin’) her. 


1) Bouma, Diese Zeitschrift, Bd. 32, S. 82 (1901); Bd. 39, S. 356 


(1903). 
*) Baumann und Brieger, Diese Zeitschrift, Bd. 3, S. 254 (1879). 
3) Hoppe-Seyler, Diese Zeitschrift, Bd. 7, S. 423; Bd. 8, S. 79 
(1883). 


4) Obermayer, Diese Zeitschrift, Bd. 26, S. 427 (1898). 

5) Wang, Diese Zeitschrift, Bd. 25, S. 406 (1898); Bd. 27, 5. 135 
(1899). 

6) Bouma, loc. cit., Vgl. auch diese Zeitschrift, Bd. 27, S. 348, 
Bd. 28, S. 576 (1899): Bd. 30, S. 117 (1900). 

*) Ellinger, loc. cit. 

8) Maillard. loc. cit. 

®) Folin, Amer. Journ. Physiology, Bd. 15, S. 53 (1905). 
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Die Tatsache, dal} fast jeder Autor die Methoden seiner 
Vorgiinger unbefriedigend gefunden hat, zeigt, daB eine genaue 
Methode zur Bestimmung dieser Substanzen noch zu suchen 
ist, und ich halte es deswegen ftir nicht notig, die undankbare 
Arbeit einer eingehenderen Kritik der bisher verdffentlichten 
Methoden zu unternehmen, um so mehr, als ich die Frage 
gelegentlich einer anderen Arbeit schon behandelt habe.') Einige 
Uberlegungen in bezug auf die quantitative Bestimmung des 
Harnindigos werden sich auch weiter unten finden, in Zusammen- 
hang mit den Versuchen, woriiber ich hier berichten will. 

In dieser ersten Mitteilung handelt es sich um die Eigen- 
schaften der indigobildenden Substanzen und deren Zusammen- 
setzung. In spiiteren Arbeiten hoffe ich tiber neue qualitative 
und quantitative Methoden zur Erkennung derselben berichten 


zu konnen. 


Unbestiindigkeit der indigobildenden Substanzen. 


Im Laufe von drei Jahren habe ich mehr als 2000 Harne 
auf Indigo untersucht. Dabei habe ich die folgende Beob- 
achtung gemacht und hundertmal bestiitigt: die Substanzen, 
die Indigo liefern, sind unbestiindig, d. h. ein indigogebender 
Harn verliert sehr oft innerhalb ein paar Stunden die Fiihig- 
keit, Indigo zu liefern. Die Erscheinung ist aber nicht konstant. 
In einigen Fiillen verschwinden die indigobildenden Substanzen 
im Laufe von 1—3 Stunden ganz, in anderen Fiillen aber 
liefert der Harn nach mehreren Stunden oder Tagen sogar 
ebensoviel Farbstoff wie am Anfang. Es kommen auch alle 
mogliche Zwischenstufen vor. Bald beginnt das Verschwinden 
der indigoliefernden Substanzen sofort, bald erst nach ein 
paar Stunden: einmal verschwindet alles, dann wieder nur ein 
Teil, wonach der Rest liingere Zeit unveriindert bleiben kann. 

Es kann erstaunen, daf in der umfangreichen Literatur 
dieses Gebiets diese auffallende Erscheinung bisher nicht er- 
wiihnt worden ist. Trotzdem ist sie von auferordentlicher 
Wichtigkeit. Was hilft die genaueste Bestimmungsmethode, 


') Journal of Mental Science Bd. 57, 5S. 291 (1911). 
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wenn die Substanz nicht mehr vollstindig da ist? Da es oft 
geschieht, daf} eine merkliche Verminderung des Indigogehalts 
eines Harns schon eine Stunde nach der Entleerung desselben 
zu beobachten ist, so Jabt sich fragen, ob nicht dieser Prozel 
noch in der Blase selbst vor sich geht. Es scheint mir jeden- 
falls auber Zweifel, dafi die haufig sich widersprechenden An- 
gaben iiber Harnindikan, sowie die Befunde tiber vermutliche 
Beziehungen zwischen Harnindikan und pathologischen Zu- 
stiinden groftenteils in dieser Weise zu erkliiren sind. Dies 
ist um so mehr wahrscheinlich, als in vielen Fillen die tib- 
lichen «24stiindigen» Portionen zur Analyse gekommen sind. 

Die einzigen Versuche, bei denen dieser Tatsache Rech- 
nung getragen wird, sind meines Wissens die, die ich selbst 
friiher verdffentlicht habe.'!) Es handelte sich darum, die Li- 
teraturangaben iiber Zusammenhang zwischen Harnindikan und 
Geisteskrankheiten nachzuprifen, und die obenerwihnte Schwie- 
rigkeit wurde in der Weise umgangen, dal} wiihrend des Tages 
und der Nacht mehrere Tage hindurch jede einzelne Portion 
des Harns der betreffenden Patienten sofort nach der Ent- 
leerung im Laboratorium untersucht wurde. Die Bestimmungs- 
methode war keineswegs genau, geniigte aber fiir den dama- 
ligen Zweck, weil nur aus sehr groben Unterschieden Schliisse 
gezogen wurden. Da die genannte Abhandlung wohl nicht 
allgemein zugiinglich ist, so sei es gestattet, einige von den 
Resultaten hier kurz zu erwiihnen, die in bezug auf die in 
dieser Arbeit behandelten Fragen von Interesse sind. 

Es wurde gefunden, daf die Indigoausscheidung bei dem- 
selben Individuum sehr grofe Schwankungen zeigt. Die Menge 
entstandenen Indigos iindert sich nicht nur von einem Tag bis 
zum andern, sondern auch sogar von einer Harnportion bis 
zur nichsten. Dies ist aus den nebenstehenden Kurven I und Ii 
ersichtlich. In der Kurve I sind auf der Ordinatenaxe die Tages- 
mengen Indigo und auf der Abszissenaxe die Tage aulgetragen. 
Die Kurve II?) ist aus denselben Versuchsresultaten konstruiert, 
nur ist die in jeder Harnportion gefundene Menge Indigo auf 


') Journal of Mental Science, Bd. 57, 5S. 291 (1911). 
*) Die Vertikalskala ist zehnmal so grofs als bei Kurve I. 
14 
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die Kurve getragen und mit der Ordinate der vorigen Portion 
durch eine horizontale Linie verbunden: infolgedessen sind die 
Hohen der horizontalen Linien der Indigomenge proportional, 
die in dem Zeitintervall zwischen den beiden Harnportionen 
entstanden ist. Es zeigt also diese Kurve annihernd die stiind- 
liche Anderung der Indigoausscheidung. ') 

Aus den in Kurve II enthaltenen Resultaten laBt sich 
auch ein Schlub ziehen, der mit Riicksicht auf die Frage der 
moéglichen Zersetzung der indigobildenden Substanzen in der 
Blase von Interesse ist. Wenn némlich diese Zersetzung auch 
in der Blase geschieht, so wiirde man erwarten, daf die nach 
langen Zeitperioden entleerten Harnportionen im allgemeinen 
weniger Indigo liefern als die, die in der Blase nur kurze Zeit 
geblieben waren. Man sollte also im Harn, welcher morgens 
friih entleert wird, weniger Indigo finden, als in den Tages- 
portionen, die oft nur eine oder zwei Stunden in der Blase 
gewesen sein kiénnen. Nach Kurve II ist dies aber nicht der 
Fall. Im Gegenteil findet man gewohnlich die gréf%ten Indigo- 
mengen im Morgenharn. Dies stimmt auch mit meinen sonstigen 
Erfahrungen tiberein, wenn man in Betracht zieht, dah man nie 
im voraus sagen kann, ob ein bestimmter Harn Indigo liefern 
kann oder nicht. 

Man muB also vorliufig annehmen, dai die indigobildend en 
Substanzen des Harns bis zum Entleeren desselben unver- 
mindert bleiben. Dann lassen sich aber die Fragen stellen: 
Weshalb verschwinden diese Substanzen nachher und wie kann 
man dies verhindern ? 

Ich habe viele Versuche angestellt, um den Grund der 
Zersetzung zu finden und womodglich Mittel zu schaffen, wo- 
durch sie vermieden werden konnten. Zu diesem Zweck wurde 
der Indigogehalt des Harns nach verschiedener Behandlung 
verfolgt und mit dem gleichzeitigen Indigogehalt desselben 
Harns ohne Behandlung verglichen. Der Unsicherheit aller 
Indigoproben im Harn zufolge wurden Schliisse nur dann ge- 





1) Dies ist die einzige Mitteilung der friiheren Publikation, welche 


an dieser Stelle wiederholt wird. 
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zogen, wenn Indigo am Anfang vorhanden war und _ spiiter 
nicht mehr nachweisbar wurde. 

Die Ausftihrung dieser Versuche ist ziemlich unbequem, 
wenn man die MOoglichkeit von zufilligen Erscheinungen aus- 
schliefen will. Die Versuchsresultate sind unter sich vergleich- 
bar, nur wenn sie zu derselben Zeit und aus derselben Harn- 
portion erhalten sind. Es muf also gleichzeitig eine zweite 
Versuchsreihe ausgefiihrt werden und auferdem muf man 
auch gleich nach der Entleerung des Harns die simtlichen 
Versuche anstellen. Am Anfang wird die Anwesenheit der 
indigobildenden Substanzen durch eine qualitative Probe be- 
stiitigt, und die Indigoprobe wird nach kurzen Zeitintervallen 
mit siimtlichen Portionen und Kontrollen wiederholt. Es ist 
schon oben erwéhnt worden, daB in einigen Fiillen (wenn auch 
nur selten) die indigobildenden Substanzen auch im Harn, 
welcher keinerlei Behandlung unterworfen wird, liingere Zeit 
unveriindert bleiben kOnnen: infolgedessen kénnen bei irgend- 
welcher Behandlung des Harns einzelne giinstige Resultate 
nichts beweisen. Aus meinen Versuchen lassen sich die folgenden 
Schliisse ziehen: 

Reaktion. — Die Reaktion des Harns scheint keinen 
KinfluB auf die Zersetzung der indigobildenden Substanzen zu 
haben, solange sie nur schwach alkalisch oder sauer ist. Die 
Zersetzung wird nicht verhindert, wenn der Harn mittels Am- 
moniak, Natriumearbonat, Natriumhydroxyd, Baryumhydroxyd, 
Kalkwasser oder Natriumphosphat schwach alkalisch gemacht 
wird, und sie geht auch vor sich, wenn der Harn durch die 
obigen Alkalien gegen Lackmus neutral gemacht wird oder 
durch Zusatz von Calciumearbonat oder Baryumcarbonat neu- 
tralisiert wird. Auch Zusatz von Séuren allein (Essigsaure) 
oder von Siiuren und reduzierenden Mittel (Zink, Kalium- 
metabisulfit) hindert die Zersetzung nicht. Bei Zusatz von 
grOferen Mengen Siiure oder Alkali verschwindet die Indigo- 
reaktion sehr bald. 

Licht. — Die indigobildenden Substanzen verschwinden 
auch im Dunkel. 

Temperatur. — In der Eiskammer verschwindet die 
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Indigoreaktion auch, jedoch gewOhnlich nicht so schnell, wie in 
demselben Harn bei Zimmertemperatur. Trotzdem ist der In- 
digo nach ein paar Stunden bei 0° oft nicht mehr nachweisbar, 
soda} der Harn nicht auf diese Weise aufbewahrt werden kann. 

Mikroorganismen und atmosphiarischer Sauer- 
stoff. — Diese beiden Faktoren lassen sich kaum trennen, ein- 
mal weil die Watte, wodurch die Bakterien ferngehalten werden, 
auch die Beriihrung mit der Luft teilweise vermindert, und 
zweitens weil durch das Fernhalten der Luft die Tiatigkeit 
der aeroben Bakterien ebenfalls aufgehoben wird. Die Ver- 
suche, die die Bedeutung dieser beiden Faktoren aufkliiren 
sollten, haben sehr widersprechende Resultate gegeben. 

Zuerst wurde das Verhalten von sterilen Harnen 
untersucht.'!) In jedem Falle wurde die Sterilitat durch Auf- 
tragen von 5 ccm des Harns auf Bouillon und 48stiindige 
Aufbewahrung bei 37° bewiesen. Als Beispiele der Resultate 
lasse ich einige Versuchsprotokolle folgen. 

a) Harn «BSU/1/2». Erhalten 5'/s Uhr nachm., den 30. Oktober; steril ; 
Indigoprobe +. 

10 Uhr vorm., 31. Oktober, Indigoprobe noch unvermindert. 

Die Watte wurde dann (10' Uhr vorm.) herausgenommen. 

121/2 Uhr nachm., 31. Oktober, Indigo noch unvermindert. 

d Uhr nachm., 31. Oktober, Indigo fast verschwunden. 

b) Harn «BSU/1/1>. Erhalten 4'/e Uhr nachm., 6. November; steril; 
Indigoreaktion ~-. 

12*/4 Uhr nachm., 7. November, Indigo noch -+-. 

3'/2 Uhr nachm., 8. November, Indigo noch -+-. 

Der Harn wurde in 2 Gefiifhen mit Watteverschluf aufbewahrt. 

Um 3'/e Uhr nachm., 8. November, wurde die Watte aus dem einen 
Gefaf§ herausgenommen; um 

5'/e Uhr nachm. konnte man in dieser Portion kein Indigo nach- 
weisen. 

Der andere (noch verschlossene) Teil gab dagegen ebensoviel Indigo, 
wie am Anfang, und die Indigoreaktion war am tberndichsten Morgen 
(10'/2 Uhr) noch unvermindert. Zu dieser Zeit wurde die Watte heraus- 
genommen: nach 2 Stunden (12'/: Uhr, den 10. November) war Indigo in 
der Fliissigkeit tiberhaupt nicht mehr zu finden. 


1) Die Harne wurden unter aseptischen Bedingungen von meinem 
Kollegen Dr. E. Barton White gesammelt, dem ich auch an dieser Stelle 
meinen Dank aussprechen mdéchte. 
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In diesen beiden Fillen sind die indigobildenden Sub- 
stanzen im sterilen Harn langere Zeit unverindert geblieben: 
dann wurden die Watteverschliisse der Gefiafe herausge- 
nommen, wonach innerhalb 2 Stunden die Indigoproben ne- 
gativ ausfielen. 

Kine Erkliirung fiir diese Erscheinung ist schwer zu geben. 
Die Unsicherheit der Indigoprobe kann nicht daran schuld sein, 
weil es sich nicht um eine Verminderung des Indigogehaltes 
handelt, sondern um das vollstiindige Verschwinden desselben. 
Das Herausnehmen der Watte gibt aber nur die Méglichkeit zum 
Kintritt von Bakterien, und wenn tiberhaupt dadurch Keime hinein- 
gelangen, so ist es unglaublich, daf sie sich innerhalb 2 Stunden 
genigend entwickeln konnten, um die Zersetzung zu bewirken. 

Gegen die Moglichkeit einer bakteriellen Zersetzung der 
indigobildenden Substanzen sprechen auch andere Versuche 
(die ich hier nicht im Detail wiedergeben will), wobei die 
Indigoreaktion auch im _ sterilen Harn ebenso schnell ver- 
schwunden ist, wie im nicht sterilen Harn. 

Die indigobildenden Substanzen kénnen auch bei Gegen- 
wart von einigen Bakterien langere Zeit unverindert bleiben, 
wie z. B. aus dem folgenden Versuch hervorgeht. 

Der Harn «BSU/2» wurde um 7!/2 Uhr 1. Dezember unter 
aseptischen Bedingungen gesammelt und besafi zu dieser Zeit 
eine deutliche Indigoreaktion. Nach 6 Tagen war der Indigo- 
gehalt ebenso groB, wie am Anfang. Der Harn war aber nicht 
steril. Die bakteriologische Untersuchung zeigte die Anwesen- 
heit von drei Bakterienarten: 1. ein groBer Bacillus, Gram 
positiv, wahrscheinlich B. subtilis, 2. ein groBer Coccus, Gram 
positiv, 3. ein Staphylococcus, auch Gram positiv. 

Wenn man daher die bakterielle Zersetzung fiir unwahr- 
scheinlich halten muf, so bleibt nur tbrig, anzunehmen, dah 
die in den obigen Versuchen nach Entfernen des Verschlusses 
stattfindende Zersetzung eine Folge des Zutritts der Luft sei. 
Es spricht aber manches dagegen, und vor allem die Tatsache, 
dafi die GefaBe schon Luft enthielten und beim Entnehmen der 
verschiedenen Proben mehrmals in Beriihrung mit der AuBen- 
luft gekommen waren. 
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Ich habe in weiteren Versuchen das Verhalten von indigo- 
reichen Harnen gegen Bakterien und Luft unter anderen Um- 
stiinden verglichen. Die Titigkeit von Bakterien wurde durch 
Zusatz von Toluol gehemmt, und Sauerstoff wurde dadurch 
entfernt, daf man wihrend einer halben Stunde durch den 
Harn Kohlendioxyd leitete und die Fliissigkeit nachher in einer 
Atmosphiire von Kohlendioxyd aufbewahrte. Es wurden also 
verglichen : 

1. Harn ohne Behandlung, an der Luft aufbewahrt: 

2. Harn -+- Toluol, an der Luft aufbewahrt; 

3. Harn mit CO, behandelt und in einer CO,-Atmosphiire 
aufbewahrt; 

4, Harn +- Toluol +- Behandlung mit CO, wie bei 3. 

Die Resultate der verschiedenen Versuchsreihen waren 
sehr verschieden. Bei jeder von den vier Behandlungen sind die 
indigobildenden Substanzen in einigen Fiillen langere Zeit un- 
zersetzt geblieben, in anderen Fiillen aber sind sie rasch 
zersetzt worden. 

Aus den oben erwaéhnten Versuchen geht hervor, dal 
man vorléufig nicht imstande ist, einen indigoliefernden Harn 
aufzubewahren und dabei die indigobildenden Substanzen mit 
Sicherheit unvermindert zu halten. 

Es ist mdglich, daB die Zersetzung ein Autoxydations- 
prozeB sei. Bei Pflanzen kommen Substanzen, die den Sauer- 
stoff «<aktivieren» bekanntlich haufig vor, und es ist mdglich, 
daB tierische Produkte wie Harn solche Verbindungen auch 
enthalten kénnen. Die Widerspriiche, die ich bei der Unter- 
suchung dieser Frage bestaindig getroffen habe, wirden sich 
alle durch diese Hypothese erklaren lassen, denn man kann 
sich wohl denken, dafi die autoxydablen Substanzen sich nicht 
immer im Harn befinden. Bei deren Anwesenheit wiirden die 
indigobildenden Substanzen zersetzt (insbesondere bei Gegen- 
wart der Luft). Dies wiirde den Befund erkliren, daB die Luft 
in einigen Fillen die Zersetzung begiinstigt und in anderen 
dagegen nicht. Die Untersuchung der Frage wird in dieser 
Richtung fortgesetzt. 
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Isolierung der indigobildenden Substanzen. 


Die indigoliefernde Substanz des menschlichen Harns ist 
noch nicht isoliert worden. 

Die Angaben in den Lehrbiichern und in der Literatur der 
Frage, wonach sie mit Kaliumindoxylsulfat identisch sei, be- 
ruhen nur auf den folgenden Tatsachen: 

Die Meinung von Schunck (1854), daBi Pflanzenindikan 
und Harnindikan identisch waren, wurde von Hoppe-Seyler 
(1875) bezweifelt.!) Baumann und Brieger?) isolierten dann 
(1879) aus dem Harn eines mit Indol gefiitterten 
Hundes eine Substanz, die mit Séiuren und Oxydationsmitteln 
Indigo lieferte. Diese Substanz hielten sie fiir das «Indikan» 
des gewohnlichen Menschenharns, und sie bewiesen, dah die 
von ihnen erhaltene Verbindung als Kaliumindoxylsulfat auf- 
zufassen war. Fiir diese Konstitution wurden einwandsfreie 
Beweise (einschlieBlich gut stimmender Analysen) von Bau- 
mann und Brieger geliefert, und die Substanz wurde auberdem 
noch von Baeyer?) untersucht, der zu demselben Schlub kam. 

G. Hoppe-Seyler*) erhielt spater (1883) aus dem Harn 
von Kaninchen, die mit o-Nitrophenylpropiolsiure  gefiittert 
worden waren, eine Substanz, die er fiir identisch mit dem 
von Baumann und Brieger dargestellten Kaliumindoxylsulfat 
hielt, obgleich er keine Analysen ausfihrte. 

Hoppe-Seyler®) erhielt auch aus 25] normalen Hundeharns 
«einige Grammen» von einem Produkt, welches er fiir Kalium- 
indoxylsulfat erklarte; eine Analyse wurde aber nicht angegeben. 

Die Darstellung von Kaliumindoxylsulfat nach der Methode 
von Baumann und Brieger ist verschiedentlich wiederholt 
worden. °) 

') Wang, op. cit. 

*) Baumann und Brieger, Diese Zeitschrift, Bd. 3, S. 254 (1879); 
Baumann und Tiemann, Berichte, Bd. 12, S. 1101 (1879), Bd. 13, 
S. 413 (1880). 

%) Baeyer, Berichte, Bd. 14, S. 1741 (1881). 

*) Hoppe-Seyler, Diese Zeitschrift, Bd. 7, S. 403 (1883). 

°) Hoppe-Seyler, Diese Zeitschrift, Bd. 8, S. 79 (1883). 

*) Hoppe-Seyler, Diese Zeitschrift, Bd. 7, S. 403 (1883); Ellinger, 
Diese Zeitschrift, Bd. 38, S. 178 (1903). 
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Keine von den obenerwihnten Arbeiten bezieht sich auf 
Menschenharn. Meines Wissens ist die einzige Angabe iiber 
die Beschaffenheit des Harnindikans beim Menschen die, die in 
einer Abhandlung von J. G. Otto!) enthalten ist. Dieser Autor 
isolierte aus 101 eines diabetischen Harns «kleine Mengen einer 
in Schuppen oder blattchen krystallisierenden Substanz aus, 
die sich bei naherer Untersuchung als indoxylschwefelsaures 
Kali erwies.» Analysen wurden anscheinend nicht ausgefiihrt, 
und es fehlt auch jede Angabe tuber die Untersuchung, wonach 
die Substanz sich «als indoxylschwefelsaures Kali erwies». Es 
laBt sich héchstens vermuten, dafi die Substanz qualitative 
Proben auf Kalium, Schwefelséure und Indigo gegeben hat. 
Wenn man sich aber daran erinnert, dal} bei der Behandlung 
des Harns nach der von Otto gebrauchten Methode kalium- 
und sulfatreiche Produkte leicht erhiiltlich sind, und dab eine 
sehr kleine Beimengung von den indigoliefernden Substanzen 
genigen wurde, um eine ausgepragte Indigoprobe zu geben, 
so wird man diesen einzelnen Versuch als endgiltigen Beweis 
fiir die Identttat des Menschenharnindikans mit Kaliumindoxy]l- 
sulfat kaum ansehen. 

Es ist also ganz sicher, dafi man Kaliumindoxylsulfat im 
Tierharn durch Fiitterung mit Indol usw. erhalten kann, und 
es ist mdglich, dali dasselbe Salz im normalen Hundeharn vor- 
kommt. Es ist aber nur eine Annahme, wofiir gar kein 
Beweis jemals geliefert worden ist, dafi das «Harn- 
indikan» beim Menschen Kaliumindoxylsulfat ist. 

Trotz alledem wird diese Behauptung als bewiesene Tat- 
sache in allen Lehrbiichern der Physiologie und Pathologie 
angefiihrt. 

Bei dieser Sachlage schien es von Wichtigkeit, zu ver- 
suchen, die indigobildenden Substanzen des Menschenharns 
zu isolieren. 

Versuche zur Isolierung nach der Methode von 
Hoppe-Seyler. BaumannundBrieger?) erhielten das Kalium- 
indoxylsulfat aus dem Harn ihrer Versuchstiere nach einer 





1) Otto, Pfliigers Archiv, Bd. 33, S. 607 (1884). 
?) Baumann und Brieger, loc. cit. 
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Methode, welche spater von Hoppe-Seyler!) einigermafen 
vereinfacht und verbessert wurde. Nach Hoppe-Seyler wird 
der Harn zum Sirup eingedampft. Der Riickstand wird dann 
mit 96°/oigem Alkohol extrahiert, und die Lésung durch Zu- 
satz von Ather teilweise gefillt. Die klare Fliissigkeit enthilt 
dann noch viel Harnstoff, welcher durch Zusatz von kalter, 
alkoholischer Oxalséurelésung als Oxalat entfernt wird. Nach 
dem Alkalisieren des Filtrats (mittels Kaliumcarbonats) wird 
dieses zum Sirup eingedampft und der Sirup in absolutem 
Alkohol aufgenommen. Aus dieser Lésung sollte man durch 
Behandlung mit Ather usw. Krystalle bekommen, die viel Ka- 
liumindoxylsulfat enthalten und sich weiter durch Umkrystalli- 
sieren reinigen lassen. 

Es wurde zuerst versucht, diese Methode beim Menschen- 
harn zu verwenden. Dabei wurde der ganze Prozef durch die 
Indigoprobe kontrolliert, indem jedes Filtrat, jeder Nieder- 
schlag, Riickstand nach Eindampfen usw. auf Indigo unter- 
sucht wurde. Dies hatte vor allem den Zweck, festzustellen, 
ob auf diese Weise eine Isolierung der einzelnen indigo- 
bildenden Substanzen méglich ist. Dies war jedoch nicht fest- 
zustellen. Es wurde aber vielmehr gefunden, daf die indigo- 
bildenden Substanzen wiahrend des Prozesses allméhlich ver- 
schwanden. Drei Isolierungsversuche wurden unter genauer 
Verfolgung der Hoppe-Seylerschen Methode durchgefiihrt. 
In jedem Falle wurde zum Schluf eine alkoholische LOsung 
erhalten, die viel weniger Indigo lieferte, als der verwendete 
Harn. Beim Behandeln mit Ather, Stehen im Eisschrank usw. 
verschwand dann auch der Rest der indigobildenden Sub- 
stanzen allmiihlich aus der L6sung. Wahrend dieser Behandlung 
fielen allerdings winzige Mengen krystallinischer Produkte 
aus, die aber keinen Indigo lieferten. . 

Das Hoppe-Seylersche Verfahren wurde dann in sieben 
weiteren Versuchen verschiedentlich modifiziert, doch mit 
gleichem Resultat. 

Die obenerwihnten 10 Versuche wurden teils in groBem, 
teils in kleinerem MaBstabe ausgefihrt. In einem Fall wurden 


‘\ Hoppe-Seyler, Diese Zeitschrift, Bd. 7, S. 423 (1883). 
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104 | indigoliefernder Menschenharn aus dieser Anstalt verar- 
beitet, doch war Indigo zum SchluB aus keiner Fraktion zu 
erhalten. 

Da sie erfolglos blieben, so will ich auf die Einzelheiten 
dieser tiberaus zeitraubenden Operationen nicht eingehen. Ich 
darf aber erwiihnen, daB es mit Riicksicht auf die Unbestiin- 
digkeit der indigobildenden Substanzen des Menschenharns 
nach dieser Erfahrung keineswegs aussichtsreich ist, die Iso- 
lierung dieser Verbindungen auf diese Weise zu versuchen. 
Beim Verarbeiten der obenerwiihnten 104 | indigoliefernden 
Harns habe ich mit Dampfheizung und mit Hilfe von anderen 
Einrichtungen fast fabrikmabig gearbeitet und den Harn mit 
einer Geschwindigkeit von mehreren Litern pro Stunde einge- 
dampft, doch verschwindet selbst wihrend dieses Eindampfens 
ein erheblicher Teil der indigogebenden Stoffe. Dann ist die 
weitere Behandlung des Sirups und insbesondere die Entfer- 
nung des Harnstoffs sehr umstiindlich, sodaB es unmdglich ist, 
durch rasches Arbeiten die Gelegenheit zur Zersetzung zu 
vermindern. 

Versuche zur IJsolierung durch Fillung. Nachdem 
die Versuche zur Isolierung der indigobildenden Substanzen 
des Menschenharns nach der Hoppe-Seylerschen Methode 
resp. nach Modifikationen derselben aufgegeben werden muliten, 
wurde es versucht, dieselbe durch Fallung zu bewirken. Wenn 
die indigoliefernden Substanzen salzartig seien, so sollte es 
méglich sein, durch Zusatz von anderen Salzen resp. Basen oder 
Sduren eine doppelte Umsetzung zustande zu bringen, wonach 
die gesuchten Verbindungen in unlodslicher Form niederge- 
schlagen werden konnten. 

Diesen Uberlegungen zufolge habe ich zahlreiche Ver- 
suche angestellt, wobei indigoliefernde Harne, resp. einge- 
dampfte Harne oder deren Lésungen in Alkohol, Amylalkohol, 
Ather-Alkohol und anderen organischen Lésungsmitteln mit 
Lésungen von Salzen, Basen und organischen Sauren versetzt 
wurden. Obgleich ich in dieser Weise unter den verschiedensten 
Bedingungen gearbeitet habe, habe ich doch nie einen indigo- 
liefernden Niederschlag erhalten. Versuche, die indigogebenden 
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Substanzen durch Erzeugung von anderen Niederschliigen mit 
herunterzureiben, schlugen auch fehl. 

Extrahieren der indigoliefernden Substanzen 
durch Lésungsmittel. Im Laufe der oben beschriebenen 
Versuche wurden Harne, eingedampfte Sirupe, Niederschliige 
usw. oft mit den iiblichen organischen Loésungsmitteln be- 
handelt, aber in keinem Falle wurde eine Trennung der indigo- 
bildenden Substanzen von den anderen vorhandenen Stoffen 
beobachtet. 

Es gelang aber nach vielen Vorversuchen die richtigen 
Bedingungen zu treffen, unter denen durch Aussalzen und 
gleichzeitiges Extrahieren mit einer Alkohol-Ather-Mischung 
samtliche indigobildenden Substanzen innerhalb weniger Minuten 
in verhaltnismaBbig reinem Zustande erhalten werden k6Onnen. 
Bei zahlreichen Wiederholungen dieses Prozesses habe ich 
meistens gute Resultate erhalten, wenn die folgende Vorschrift 
genau verfolgt wird: selbst die kleinste Abé&nderung der Be- 
dingungen ftihrt aber zu schlechten Ausbeuten oder vielmehr 
zum Verschwinden der indigogebenden Stoffe wiahrend der 
Extraktion. 

Dem indigoliefernden Harne') (11) wird 700 g reines?) 
festes Ammonsulfat, 400 ccm reiner’) Ather und 100 ccm 
absoluter Alkohol hinzugesetzt. Darauf schiittelt man eine 
halbe Stunde lang auf der Maschine. Nach kurzem Stehen 
(nicht mehr als 10 Minuten) werden die beiden Schichten ge- 
trennt*). Die atherische Lésung enthalt dann die indigobildenden 
Substanzen neben sehr kleinen Mengen anderer Stoffe, wahrend 


') Eine bestimmte Menge (5 ccm) des Harns wird am Anfang auf 
Indigo nach der neuen Methode probiert, die ich demnachst verd6ffent- 
lichen werde. 

*) Das Ammonsulfat darf nicht sauer reagieren. 

°) Der Ather darf Wasserstoffsuperoxyd, Ozon oder Aldehyd nicht 
enthalten. Vgl. Krauch, Priifung d. chem. Reagenzien. 

*) Eine scharfe Trennung wird oft durch die Bildung einer Emulsion 
erschwert. Zufolge der grofien Unbestandigkeit der indigoliefernden Sub- 
stanzen darf man dann nicht abwarten, sondern die Abtrennung nach einigen 
Minuten so gut wie méglich machen. 
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in der wisserigen Fliissigkeit (dem Harn) kein Indigo mehr zu 
finden ist.!) 

Durch dieses einfache Verfahren bewirkt man also in einer 
halben Stunde eine bessere Trennung der indigoliefernden Sub- 
stanzen, als mittels der Methoden von Hoppe-Seyler und 
Baumann nach wochenlangem Arbeiten zu erzielen ist. 

Wegen der auberordentlichen Unbestindigkeit der indigo- 
bildenden Substanzen ist es mir aber doch noch nicht ge- 
lungen, dieselben in festem Zustande zu erhalten. 

Atherische Lésung der indigobildenden Sub- 
stanzen. Wenn ein kleines Volumen der itherischen LOsung 
(z. B. 5 ccm) sofort nach der Gewinnung derselben auf dem 
Dampfbade rasch abgedampft wird, so hinterlibt es eine sehr 
kleine Menge eines farblosen (oder schwach rotlichen), Oligen 
Riickstandes, welcher sich in Wasser leicht lést und bei der 
Indigoprobe ebensoviel Indigo liefert, als die entsprechende 
Menge des urspriinglichen Harns. 

Beim Eindampfen gréberer Mengen aber bekommt man 
einen rotlich-braungefirbten Riickstand, der einen eigenartigen, 
iiblen Geruch besitzt und wenig oder kein Indigo liefert. 

Wenn man die atherische Lésung bei Zimmertemperatur 
eindunstet oder sie in den Vakuumexsikkator bringt, so ist 
im Rtickstand kein Indigo mehr zu finden, wenn das_ Ein- 
dunsten mehr als einige Stunden gedauert hat. 

Wenn durch rasches Eindampfen in kleinen Portionen 
Riickstiinde erhalten werden, die die indigoliefernden Stoffe 
noch enthalten, so verschwinden sie doch sehr bald. Das Auf- 
bewahren im Eisschrank oder im Vakuumexsikkator hilft auch 
nicht, und es ist mir noch nicht gelungen, Riickstaénde so auf- 
zubewahren, dafi sie nach mehr als 20—30 Stunden noch 
Indigo liefern. 

Die Riickstinde sind natiirlich allerlei Behandlungen mit 
Losungsmitteln, Fallungsreagenzien usw. unterzogen worden zu 
dem Zweck, krystallinische Produkte zu isolieren, resp. etwaige 





1) Die Proben werden nach der schon erwdhnten Methode aus- 
gefiihrt an Fliissigkeitsmengen, denen das anfanglich gewahlte Quantum 
Harn (5 ccm) entspricht. 








204 R. V. Stanford, 


reaktionsfahige Verbindungen zu entfernen, die dieser Zersetz- 
lichkeit zugrunde liegen kénnten, doch bisher ohne Erfolg. 

Der Extraktionsprozef auch ist verschiedentlich modi- 
fiziert worden, doch sind die besten Resultate nach der obigen 
Vorschrift zu erhalten. Die lastige Emulsionsbildung wird ver- 
hindert, wenn dem Harn vorher ein Zehntel seines Volumens 
an Bleiessig zugesetzt wird. Das Abfiltrieren des Bleinieder- 
schlages dauert aber beim Verarbeiten gréferer Harnmengen 
so lange, daf} viel indigobildende Substanz sich schon vor der 
Extraktion zersetzt hat. Auferdem scheinen die atherischen 
Losungen in diesem Falle noch zersetzlicher zu sein, wie sonst. 

Wiasserige LoOsung der indigobildenden Sub- 
stanzen. Die Extraktion der indigoliefernden Stoffe des Harns 
mittels der Alkohol-Ather-Mischung ist nur dann méglich, wenn 
gleichzeitig mit Ammonsulfat gesattigt wird. Dementsprechend 
gehen die Stoffe wieder in wiisserige LOsung tiber, wenn der 
iitherische Auszug mit destilliertem Wasser geschiittelt wird. 
Leider ist die wisserige Lésung noch weniger haltbar, als die 
iitherische, und beim Einengen selbst im Vakuumexsikkator 
verschwinden die indigogebenden Substanzen sehr rasch. Ver- 
suche, die Zersetzung durch Neutralisieren, Alkalisieren usw. zu 
verhindern, schlugen auch fehl. 


Beschaffenheit der indigobildenden Substanz. 


1. Zusammenfassung. Die hier mitgeteilten Resultate, 
die in bezug auf die Frage der Natur der indigogebenden Stoffe 
des menschlichen Harns von Interesse sind, lassen sich wie 
folgt zusammenfassen: 

Bei der Untersuchung von mehr als 2000 Harnen auf 
Indigo wurde gefunden, daf die indigobildenden Substanzen 
des menschlichen Harns auferordentlich unbestandig sind. In 
der Mehrzahl der Fiille ist die aus einem Harn erhaltene Indigo- 
menge schon nach 1—3 Stunden erheblich vermindert; 3 bis 
6 Stunden nach der Entleerung des Harns sind die indigo- 
bildenden Stoffe meistens ganz verschwunden. Es kommt aber 
auch vor, dab sie sich tagelang unvermindert halten. Die Zer- 
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setzung lieB sich auf den EinfluB von Reaktion, Licht, Tem- 
peratur, Bakterien oder atmosphirische Oxydation nicht zuriick- 
fiihren. Die Moéglichkeit bleibt doch offen, dab sie vielleicht 
mit einem Autoxydationsprozef verbunden sei. 

Die Unbestindigkeit der indigoliefernden Stoffe ist natiir- 
lich bei der Untersuchung von Harn auf Indigo von grofer 
Bedeutung. Da es bisher nicht gelungen ist, den Harn in 
irgend einer Weise so aufzubewahren, dab die Zersetzung 
mit Sicherheit ausgeschlossen wird, so kann man quantitative 
oder auch sogar qualitative Proben auf «Harnindikan» vorlaufig 
nur ausfiihren, wenn man jede einzelne Portion sofort nach 
deren Entleerung untersucht. 

Die indigobildende Substanz des Menschenharns ist noch 
nicht isoliert worden. Die Annahme, daf sie mit Kaliumindoxyl- 
sulfat identisch sei, beruht nur auf der Tatsache, dafB man 
diese Verbindung aus dem Harn von mit Indol gefiitterten 
Tieren darstellen kann. 

Die hier mitgeteilten Versuche, die indigogebenden Stoffe 
mittels Eindampfens und nachheriger Behandlung gemab der 
Methode von Hoppe-Seyler bei Tierharn zu isolieren, waren 
ohne Erfolg wegen der Zersetzung der Substanzen wahrend 
des Prozesses (3 Versuche). Modifikationen dieses Prozesses, 
auch im grofen (mit 1041 Harn) ausgefiihrt, waren auch ohne 
Resultate aus demselben Grund (7 Versuche). Versuche, die 
gesuchten Substanzen durch Fiallungsmethoden zu_ erhalten, 
schlugen auch fehl. 

Dagegen lassen sich die indigobildenden Substanzen durch 
Aussalzen und gleichzeitiges Extrahieren mit einer Alkohol- 
Athermischung direkt aus dem Harn in kurzer Zeit gewinnen. 
Die atherische oder auch die wisserige Lésung der Substanzen 
ist aber ebenso unbestandig, wie der urspriingliche Harn, und 
infolgedessen ist deren Isolierung in festem Zustande noch 
nicht ausgefiihrt worden, obgleich die genannte Losung duferst 
wenig anderes Material enthalt. 

2. Natur der indigobildenden Substanzen. Die auf- 
fallende Unbestindigkeit der indigobildenden Substanzen, wie 
sie aus den hier mitgeteilten Versuchen hervorgeht, ist mit der 
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Annahme, dafi sie aus Kaliumindoxylsulfat bestehen, kaum in 
Kinklang zu bringen. 

Kaliumindoxylsulfat ist damals von Baumann _ und 
Brieger') und auch von Baeyer?) eingehend untersucht 
worden, und in den zitierten Arbeiten sind ganz bestimmte 
Angaben iiber seine Besténdigkeit unter verschiedenen Be- 
dingungen vorhanden. Kaliumindoxylsulfat ist niimlich nur in 
saurer LOsung unbestiindig; in neutraler Lésung tritt erst bei 
120—130° vollstandige Zersetzung ein, indes «mehrstiindiges 
Erhitzen auf 160—170° bewirkte bei Gegenwart von Atzkali 
keine Zersetzung».*) Dagegen verschwinden die indigoliefernden 
Substanzen des menschlichen Harns bei Zimmertemperatur bei 
saurer, neutraler und auch alkalischer Reaktion. 

Es ist immerhin moglich, daf die Zersetzung eine Folge 
der Anwesenheit von autoxydablen oder anderen reaktions- 
fiihigen Stoffen sei, was die Unbestiindigkeit von Kaliumindoxy- 
sulfat in diesen Umstiinden erklaren wiirde; doch muf betont 
werden, daf} man keinen Beweis fiir die Anwesenheit solcher 
Substanzen_ besitzt. 

Obgleich die Frage nach der Natur des Harnindikans 
sich vorliiufig nicht entscheiden abt, ist es doch unwahrschein- 
lieh, dafB das «Indikan» mit Kaliumindoxylsulfat identisch ist, 
und es ist eher anzunehmen, daf die indigoliefernden Sub- 
stanzen des Menschenharns nicht immer dieselben sind, son- 
dern ein Gemisch von nahe verwandten Verbindungen der 
Indigogruppe darstellen.4) In dieser Weise list sich das ab- 
weichende Verhalten von verschiedenen indigoliefernden Harnen 
einfach erkliiren. 





') loc. cit. 

2) loc. cit. 

*) Baumann und Brieger, loc. cit. 

*) Nach Angaben, die in der Indikanliteratur zu finden sind, kommt 
es vor, dafs indigoliefernde Harne schon an der Luft Indigo abscheiden, 
was auf die Anwesenheit von einer anderen indigoverwandten Substanz 
(«Indoxylglykuronsaure>) zuriickgefiihrt worden ist. Beim Menschen diirfte 
diese Erscheinung sehr selten sein. 














Uber das Nucleohiston. 
]. Mitteilung. 


Von 
H. Steudel. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat in Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 5. August 1913.) 


Aus dem Wasserextrakt der fein zerhackten Thymus- 
driisen ist von Lilienfeld!) durch Essigsaurefiillung ein Nieder- 
schlag erhalten worden, der von ihm Nucleohiston genannt 
worden ist; da er in wiederholten Darstellungen Korper bekam, 
die immer die gleiche Zusammensetzung zeigten, so hielt er 
sich fiir durchaus berechtigt, den Niederschlag als einen cha- 
rakteristischen KOrper anzusehen und ihm einen besonderen 
Namen zu geben. Als Bestandteile des Nucleohistons konnten 
von Lilienfeld Nucleinséiure und Histon festgestellt werden, 
und da ein Teil des Histons sich leichter mit Salzsiéure aus 
dem Nucleohiston extrahieren lief als der iibrige EKiweifanteil, 
so stellte er zur Illustration der Verhiéltnisse das ganz allgemein 


gehaltene Schema auf: 
Nucleohiston 


i Ota 
Histon Nuclein 
ta, 
Eiweif Nucleinsidure. 

Gegen die Berechtigung eines solchen Schemas hat sieben 
Jahre spiter Bang?) mehrere Einwande gemacht, die ich aber 
nicht hier, sondern erst am Schluf meiner Untersuchungen 
besprechen werde. Ferner haben sich Malengreau*) und 
Huiskamp‘) mit den Eigenschaften des Nucleohistons beschif- 
tigt; auch auf diese Arbeiten werde ich am Schluf zuriickkommen. 





') Diese Zeitschrift, Bd. 18, S. 473. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 30, S. 508. — B. Ph. P., Bd. 4, S. 115. 
S. 331; Bd. 5, S. 317. 

8) La cellule, Bd. 17, S. 339; Bd. 19, S. 283; Bd. 21, S. 121. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 32, S. 145; Bd. 34, S. 32; Bd. 39, S. 55, 
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Nachdem durch meine Untersuchungen wenigstens die 
eine Komponente des Nucleohistons, die Nucleinsiure, zu einem 
genau definierbaren Kérper geworden war und es sich gezeigt 
hatte, dafi sich mit ihrer Hilfe die Verhaltnisse der ather-, 
alkohol- und wasserunléslichen Substanzen des Kopfes der 
Spermatozoen von Fischen in einfacher und klarer Weise tiber- 
sehen lassen, habe ich jetzt auch die Untersuchung der Substanzen 
des Zellkernes der Thymuszellen in Angriff genommen in der 
Hoffnung, auch hier zur Klérung der kompliziert erscheinenden 
und sehr strittigen Verhiiltnisse einiges beitragen zu k6nnen. 

Die erste Aufgabe bestand naturgemaf darin, aller Ein- 
winde ungeachtet das alte Lilienfeldsche Nucleohiston, auf 
das sich ja auch die spéteren Untersucher immer wieder be- 
ziehen, in grOferer Menge darzustellen und den Anteil zu be- 
stimmen, den die echte Nucleinséiure daran hat. War dies 
festgestellt, so lieBen sich hieraus schon gewisse Schliisse auf 
den noch verbleibenden Rest ziehen. 

Es wurden also 10!/2 @ Thymusdriisen frisch aus dem 
Schlachthaus bezogen, rein priépariert, zerkleinert und die 
nunmehr verbleibenden 2850 g reiner Substanz mit 5850 ccm 
Wasser unter Zusatz von Toluol 4 Stunden im Schiittelapparat 
geschiittelt und tiber Nacht auf Eis gelegt. Dann wurde die 
Masse durch ein Haarsieb getrieben, mit 37 1 Wasser verdiinnt 
und zentrifugiert. Es resultierte eine hellgelbe, schwach opales- 
zierende Fliissigkeit und sehr wenig eines schleimigen Riick- 
standes. Die Lésung wurde nun vorsichtig mit Essigsaiure aus- 
gefiillt, der Niederschlag abfiltriert, ausgeschleudert und mit 
essigsaurem Wasser ausgewaschen. Die schneeweilie Substanz 
wurde jetzt in 3—41 Wasser, dem auf 800 H,O 200 ccm 
10°/oige Na,CO,-Losung hinzugefiigt waren, aufgelést, die L6- 
sung auf 101 verdiinnt, tiber Seesand an der Saugpumpe von 
geringen schleimigen Riickstiinden abgesaugt, das Filtrat, das 
noch immer schwach opaleszierte, noch einmal mit dem gleichen 
Volumen Wasser verdiinnt und wieder mit Essigsaéure ausge- 
fiillt. Der Niederschlag wurde abfiltriert und wiederholt mit 
Alkohol und Ather ausgekocht. So wurden 165 g eines weiBen, 
feinen, staubenden Pulvers erhalten. 
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Die Analysen dieser Substanz, zuerst bei 90°, dann bei 110° 
zur Gewichtskonstanz getrocknet, ergaben folgende Resultate: 


0,1275 g neutralisieren 15,3 ccm /10-H,SO, = 16,85°/o N (Kjeldahl). 


0,1287 >» > 15,4 >» > = 16,77°%o » > 
0,1300 » > 7,5 » MN/-NaOQH = 3,196°/o P (Neumann). 
0,1333 » » 70 » > = $,034°%o >» > 
0,1354 » liefern 0,2402 g CO, u. 0,0837 g H,O = 48,38°'o Cu. 6,92°/o HO. 


0,2614 » mit Soda und Salpeter verascht, geben 0,0137 g BaSO, == 0,72°/0 S. 


Vergleicht man mit diesen Zahlen die Durchschnittszahlen, 
die Lilienfeld gefunden hat, so ergibt sich eine tiberraschende 


Ubereinstimmung. 
Lilienfeld: Von mir gefunden: 
C = 48,46° 0 48,38 °/o 
H= 7,00% 6,92 °/o 
N = 16,86°/o 16,85°/o = 16,77°%/o 
P = 3,025°/o 3,20°/o 3,03 °/o 
S = 0,701% 0,72°/o 


Es kann also gar kein Zweifel bestehen, dafi man, wenn 
man genau nach den Angaben Lilienfelds arbeitet, auch zu 
einem Kérper kommt, der nach seiner elementaren Zusammen- 
setzung dessen Angaben entspricht. Dabei bleibt natiirlich die 
Frage, ob der Niederschlag ein einheitliches chemisches Indi- 
viduum ist oder nicht, vorliéufig géinzlich aus dem Spiel. 

Um nun in diesem Nucleohiston den Anteil der echten 
Nucleinsaéure zu bestimmen, wurden 50 g lufttrockener Substanz 
mit 500 ccm Wasser, dem 50 g Natriumacetat und 30 cem 
33°/oige Natronlauge zugesetzt waren, 2 Stunden lang im Kolben 
im siedenden Wasserbade erwarmt. Wihrend des Erhitzens 
und dann noch bis zum volligen Erkalten der Reaktionsfliissig- 
keit wurde ein langsamer Luftstrom durch die Losung gesogen, 
der eine mit "/io-Schwefelsiiure beschickte Waschflasche pas- 
sieren mubte. Das Nucleohiston ging waihrend des Erwarmens 
sehr bald in Losung, es blieben nur wenige Flocken ungelost, 
die abfiltriert wurden, keine organische Substanz enthielten 
und bei der Veraschung nach Neumann 0,052 g P enthielten. 
Dieser Phosphor hat allem Anschein nach aus anorganischen 
Phosphaten gestammt, die noch das Nucleohiston begleitet 
haben, wenn man nicht annehmen will, dai durch das zwei- 


15* 
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stiindige Erwarmen in alkalischer Losung eine sehr geringe 
Menge Nucleinsaéure aufgespalten sein sollte. Das ist aber nach 
anderen Versuchen nicht sehr wahrscheinlich. 

Das iibergegangene Ammoniak hatte 212,5 ccm ®/10-H,SO, 
neutralisiert. 

Die portweinrote klare Zersetzungsfliissigkeit wurde nun 
auf 1000 cem aufgefiillt und dann ibr Stickstoff- und Phosphor- 


gehalt bestimmt. 
5 ccm sattigen 23,3 ccm 1/10-H,SO, (Kjeldahl). 


5 » > 23,2 » >» » 
5b >» > 10,7. » /2-NaOH (Neumann). 
5b » : 10,6 


Danach waren in der Lésung 6,496 g N und 1,185 g P 
enthalten. Rechnet man noch das tberdestillierte Ammoniak 
und den Phosphor des Unloslichen dazu (0,297 g N und 0,052 g P), 
so erhalt man 6,793 g N und 1,237 g P, Zahlen, die mit den 
auf trockene Ausgangssubstanz (40,98 g) berechneten befrie- 
digend iibereinstimmen. Verlangt sind 6,889 g N und 1,277 g P. 

In der Reaktionsfliissigkeit waren nur Spuren anorga- 
nischer Phosphorsiure noch vorhanden: 50 ccm, mit Essigséure 
angesiiuert, mit Ammoniak alkalisch gemacht, gaben mit Mag- 
nesiamixtur nur Spuren eines Niederschlages. Dagegen war 
in der Fliissigkeit noch Ammoniak vorhanden: 50 ccm, mit 
Schwefelsiiure angesiuert, mit Baryt genau neutralisiert, gaben 
mit tiberschtissigem BaCO,, im Wasserdampfstrom destilliert, 
NH,, das einmal 4,3 ccm, das andere mal 3,3 ccm ®/10-H,SO, 
neutralisierte = 0,1064 g N. 

Der Rest der Reaktionsfliissigkeit wurde nunmehr mit 
Essigsiiure ganz schwach angeséuert; dabei entstand ein ge- 
ringer Niederschlag, der abfiltriert und in verdiinnter Natron- 


lauge gelést auf 250 ccm aufgefiillt wurde. 


20 ccm neutralisieren 4,7 ccm "/2-NaOH (Neumann) = 0,0026 g P, 
5 > 2,6 » n/1o-H,SO, (Kjeldahl) = 0,0036 » N. 


ties Niederschlag hatte also 0,18 g N und 0,032 g P 
enthalten. 

Das schwach essigsaure Filtrat wurde jetzt auf ca. 150 ccm 
eingeengt, mit ca. 300 ccm 96°/o Alkohol ausgefiillt, der 
Niederschlag von der Fliissigkeit getrennt, in heifem Wasser 
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gelést, von wenigem Ungeloésten abfiltriert und mit Alkohol 
wieder gefallt. Die Fallung wurde mit absolutem Alkohol ge- 
trocknet und lieferte lufttrocken 11,4 g eines feinen weifen 


staubenden Pulvers. 
0,1105 g neutralisieren 9,7 ccm 2/10-H,SO, = 12,30°/o N (Kjeldahl). 


0,1042 >» > 94 » > == 12,64°o » . 
0,1042 » . 14,0 » N/e-NaOH = 7,44°%o P (Neumann). 
0,1033 » > 14,4 » » == 7,72°%o » > 


Im Durchschnitt enthielt das Praparat also 7,58°/o P und 
12,47°/o N, das ist ein Verhaltnis von P : N= 1: 1,645. Ver- 
langt ist fiir nucleinsaures Natron 1 : 1,69. 

Im Filtrat von der Nucleinséurefallung, dem die Mutter- 
lauge der Umfallung zugefiigt worden war und das auf 500 cem 
aufgefiillt wurde, fanden sich noch 0,073 g P und 3,283 g N. 


25 ccm neutralisieren 6,7 ccm 2/2e-NaOH = 0,0037 g P (Neumann). 
25 » > 6,5 » » = 0.0036 >» » » 
5 > > 23,4 » N/10-H,SO, = 0,03276 » N (Kjeldahl). 
5 > * 23,5 » > = 0,03290 » >» > 


Stellt man die Analysenresultate noch einmal, auf 1000 ccm 
Ausgangslésung berechnet, tibersichtlich zusammen, so ergibt sich: 
In der zu untersuchenden Lésung waren 1,185 g P und 6,496 g N. 

Wiedergefunden sind: 
1. im Essigséureniederschlag: 0,039 g P und 0,220 g N 
2. » Nucleinsdureniederschlag: 1,041 » » » 1,713 > » 





3. » Restfiltrat: 0,088 > > » 3,955 » » 
Zusammen: 1,168 g P und 5,888 g N 
Verlust: 0,017 » » » 0,608 » >» 


Wenn man die vielen Filtrationen und Ablesungen beriick- 
sichtigt, kann man wohl das Resultat der P-Bestimmungen als 
gut, das der N-Bestimmungen als befriedigend bezeichnen. 

Die Zahlen geben auf die im Anfange aufgeworfene Frage 
nach dem Anteil der echten Nucleinséure im Nucleohiston eine 
ganz eindeutige Frage: aufer Spuren von anorganischen Phos- 
phaten kommt im Nucleohiston nur die echte Nucleinsaéure vor: 
es sind nach dem P-Gehalt (wenn man die anorganischen Phos- 
phate abzieht) verlangt 16,3 g lufttrockenes nucleinsaures Natron 
mit dem friiher von mir gefundenen Wert 7,27°/o P. Rechnet 
man das Analysenresultat: 11,4 g Substanz mit 7,58°/o P in 
830 cem Lésung auf die obige Substanz und 1000 ccm um, 
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so erhilt man als Ausbeute: 14,32 g, wihrend der Rest im 
Filtrat in Lésung geblieben ist, respektive bei den vielen Ope- 
rationen verloren ging. 

Zur Stiitzung der Resultate habe ich noch einen zweiten 
Versuch in gleicher Weise angestellt. Es wurden wiederum 
50 g lufttrockene Substanz mit 500 ccm Wasser, 50 g Natrium- 
acetat und 30 ccm 33°/o Natronlauge angesetzt und 1 Stunde 
im siedenden Wasserbade gehalten, wahrend ein langsamer 
Luftstrom durch die Fliissigkeit strich, der eine Waschflasche 
mit 12 Normalschwefelsiure passieren mufite. Es wurden 
36,8 ccm neutralisiert = 0,2576 g N. Dann wurde die rotliche 
Zersetzungsfliissigkeit filtriert und auf 1000 aufgefiillt. Der 
dabei verbleibende Niederschlag enthielt 0,0212 g P. Die Lésung 
selbst enthielt 6,552 g N und 1,18 g P. 


5 ccm neutralisieren 23,3 ccm /10-H,SO, (Kjeldahl). 


a » > 23,5 >» > > 
5 » > 10,6 » /s-NaOH (Neumann). 
5 >» > 10,7 » > > 


Mit Magnesiamixtur erschien in 50 ccm der Lésung, mit 
Kssigsiure angesiiuert und mit Ammoniak alkalisch gemacht, 
nur eine Spur eines Niederschlages. 

Der beim Zusatz von Essigsiure zur Zersetzungsflissig- 
keit entstehende Niederschlag enthielt 0,06 g P und 0,312 g N. 


Er wurde in NaOH aufgelést, auf 250 ccm aufgefiilt: 
10 ccm neutralisieren 8,9 ccm ®/10-H,SO, (Kjeldahl). 


10 7 » 8,9 >» > » 
10 >» » 4,3. » 1/s-NaOH (Neumann). 
10 » ” 4.4 > » » 


Die Ausbeute an lufttrockenem nucleinsauren Natron betrug 
11,5 g mit 7,74°/o P und 13,01°/o N. Das Verhaltnis von 
P:N ist: 1,679; verlangt: 1 : 1,69. 
0,1159 g neutralisieren 16,2 ccm /:-NaOH (Neumann). 
0.1248 > > 11,6 » /1o-H,SO, (Kjeldahl). 
Im Endfiltrat (auf 500 cem gebracht) waren noch 3,086 g 
N und 0,0676 g P enthalten: 
25 ccm neutralisieren 6,2 ccm 2/2a-NaOH (Neumann). 
2 > : 6,0 > ‘ ‘ 
5 » » 22,2 > n/o-H,SO, (Kjeldahl). 
5 > > 221 >» , > 
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Auf 1000 ccm Ausgangsfliissigkeit wie oben berechnet, 
ergibt sich folgende Ubersicht: 

1. im Essigsdureniederschlag : 0,072 g P und 0,376 g N 
1. » Nucleinsdéureniederschlag: 1,072 » » » 1,801 > » 
> Restfiltrat: 0.081 > > » 3,736 > » 


Zusammen: 1,225 g P und 5,913 g N 

In der Ausgangsldsung waren: 1,18 » » » 6,552 > » 

Die Ausbeute an nucleinsaurem Natron (bezogen auf 
7,27°/o P und auf 1000 ccm) betrug 14,75 g statt der ver- 
langten 16,3 g. 

Dieser zweite Versuch hat also fast die gleichen Zahlen 
geliefert wie der erste: beide Versuche ergeben keinen Grund, 
auBer der echten Nucleinséiure noch eine andere Nucleinsiiure 
im Nucleohiston anzunehmen. Wenn wirklich einmal stark von 
den verlangten abweichende Zahlen fiir die Nucleinsiure ge- 
funden werden, so hat das wohl meist se:nen Grund darin, 
daB bei den analytischen Manipulationen (gew6hnlich durch zu 
starkes Ansiuern mit Essigsiure wahrend des Einengens) sich 
ein Teil der Nucleinséiure zersetzt hat; ich verfiige wenigstens 
iiber einige Versuche, bei denen sich im Filtrat der Nuclein- 
siurefallung reichliche Niederschlige mit ammoniakalischer 
Silberldsung fanden und in denen natiirlich das Verhiltnis P : N 
in der Nucleinséureféllung nicht dem verlangten entsprach. 

Ist aber aufer der Nucleinsiure keine andere P-haltige 
Komponente im Nucleohiston vorhanden, so muf sich auch — 
ganz analog wie bei meinen Analysen am Spermatozoenkopf 
der Fische — der Anteil des EiweiBes ohne weiteres fest- 
stellen lassen. 

Derartige Untersuchungen werde ich in Kirze mitteilen. 

Zu den Untersuchungen, die besonders wegen des Aus- 
gangsmaterials recht kostspielig sind, hat mir das Kuratorium 
der Bosestiftung eine Unterstiitzung bewilligt, fiir die ich auch 
an dieser Stelie meinen besten Dank sage. 


bo 











Uber den Abbau von d-Glukosamin durch Bakterien. 


Von 


Emil Abderhalden und Andor Fodor. 


(Aus dem physiologischen Institute der Universitat Halle a. S.) 





(Der Redaktion zugegangen am 3. August 1913.) 


Ledderhose') hat schon das Verhalten des Glukosamins 
bei Faulnisprozessen studiert. Es ist ihm jedoch nicht gegliickt, 
in einwandfreier Weise Abbaustufen zu fassen. Es schien uns 
wiinschenswert, zum Vergleich mit dem Verhalten verschie- 
dener Aminosaduren gegeniiber von Bakterien zu priifen, was 
aus Glukosamin wird. Die Versuchsanordnung war die tibliche. 
Um auszusehlieBen, daf die Versuchsbedingungen allein ohne 
Anwesenheit von Mikroorganismen Glukosamin in bestimmter 
Weise veriinderten, stellten wir einen Versuch mit Glukosamin 
allein an. Die angewandte Methodik ergibt sich ohne weiteres 
aus der Schilderung des Versuches selbst. Als Resultat der 
Untersuchung ist anzufiihren, daB d-Glukosamin unter der Ein- 
wirkung des unten genauer definierten Mikroorganismus Pro- 
pionsdure und ferner d-Milchsdure liefert. Offenbar ist 
d-Glukosamin zuerst desaminiert und dann die wahrscheinlich 
als Zwischenprodukt entstandene Glukose gespalten worden, 
oder aber, es setzt die Spaltung primar ein. 

Interessanterweise erwies sich bei der bakteriologischen 
Diagnose die vorhandene Flora als einheitlich. Herr Dr. Unger- 
mann, der so liebenswiirdig war, die Untersuchung durchzu- 
fiihren, sagt tiber die vorhandenen Mikroorganismen folgendes aus: 

«Fiulnisgemisch I ergab auf Agar ausgesat eine Rein- 
kultur von Bakterien, die durch das Aussehen der Kolonien 
als Bazillus subtilis anzusprechen waren. Bei lingerer Beob- 
achtung der Kolonien traten indessen Unterschiede zutage, 
indem dieselben nicht trockene, weife, hautchenartige Verbinde 
bildeten, sondern zu dicken, blaBgelben, grob gewulsteten Plaques 
heranwuchsen. In Bouillon bildete sich eine mehr diffuse Trii- 


'! G. Ledderhose, Diese Zeitschrift, Bd. 2, S. 213 (1878); Bd. 4, 
S. 139 (1880). 
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bung aus, an der Oberfliche entstand eine dichtere mehr 
schleimig-zihe Bakterienmasse, nicht ein diinnes, trockenes 
Hiutchen wie bei Bacillus subtilis. Mikroskopisch und farberisch 
verhielt sich das Bakterium wie Subtilis, nur zeigte es sich 
in geringerem Grade grampositiv wie der Heubacillus. Die 
Art steht zwischen Bacillus subtilis und vulgatus und ist viel- 
leicht identisch mit der als Bacillus tenuis beschriebenen 
Form der Subtilisgruppe. » 


Experimenteller Teil. 


Es wurden folgende Lésungen bereitet: 
I. 30 g Glukosaminchlorhydrat. 

2,5 g Pepton Witte. 

5,0 » wasserfreier Traubenzucker. 

Spuren von Natriumphosphat und Magnesiumsulfat. 

Das ganze Gemisch wurde mit Wasser auf 11 verdiinnt 

und mit verdiinnter Sodalésung eben alkalisch gemacht. 

II. 20 g Glukosaminchlorhydrat in 666 g Wasser. Die 
Losung wurde mit der gleichen Sodalésung schwach 

_ alkalisch gemacht. 

Lésung | wurde mit gefaultem Kaninchenprankreas ge- 
impft und 30 Tage hindurch bei 37° aufbewahrt. Die Reaktion 
des Gemisches wurde von Zeit zu Zeit (im Anfange tiglich) 
gepriift und gefunden, da das Alkali in den ersten 14—16 
Tagen auffallend rasch verbraucht wurde. Es war daher eine 
erneute Alkalisierung mit Soda notwendig. Bereits nach drei- 
tagigem Verweilen im Brutschrank war die Fliissigkeit von 
Bakterien stark getriibt. 

Lésung II wurde ebenfalls bei 37° aufbewahrt. Die 
urspriinglich fast farblose Fliissigkeit nahm bald eine dunkel- 
gelbe und endlich eine dunkelbraune Farbe an. Aufbewahrungs- 
zeit: 30 Tage. 

Verarbeitung der Lésung I. 

Die Reaktion blieb in den letzten 8—10 Tagen konstant 

schwach alkalisch. Die stark getriibte, kiseartig riechende 


und dunkelbraun gefarbte Fliissigkeit wurde nunmehr zur Ent- 
fernung des darin enthaltenen Ammoniaks unter vermindertem 
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Druck bei 35° eingedampft. Der Riickstand wurde dann mit 
Wasser aufgenommen. Die so erhalltene Lésung reduzierte 
Fehlingsche Lésung ziemlich stark. 

Diese Lésung wurde zwecks Bestimmung der fliichtigen 
Fettsiuren mit Schwefelséiure angesiuert und der Dampf- 
destillation unterworfen. Es wurde so lange Wasserdampf 
durchgeleitet, bis das Kondensat gegen Lackmuspapier nur 
iiuBerst schwach sauer reagierte. Auf diese Weise wurden 
5 | Destillat gesammelt. 50 cem davon verbrauchten 2,03 ccm 
norm. Natronlauge (Phenolphthalein als Indikator). Entsprechend 
wurde die ganze Menge mit dem berechneten Alkaliquantum 
versetzt und die neutrale Fliissigkeit im Vakuum eingedampft. 
Der Riickstand stellte einen farblosen, krystallinischen Brei vor, 
welcher am Wasserbade einige Male mit absolutem Alkohol 
verdampft wurde. Es hinterblieb schlieBlich eine feste, trockene 
Masse. Gewicht: ca. 16 g. 

Eine geringe Probe dieser Salzmasse wurde in verdtinnter 
Schwefelsiiure aufgelést. Beim Erhitzen der L6sung verrieten 
die entweichenden Dampfe den Geruch der Propionsiiure, da- 
gegen konnte die Anwesenheit der ziemlich charakteristisch 
riechenden Buttersiure auf diesem Wege nicht festgestellt 
werden. Das Natronsalz wurde hierauf mit tiberschiissigem 
absolutem Alkohol am Riickflu8 extrahiert, wobei das aller- 
meiste gelist wurde. Die klare, alkoholische Loésung wurde 
verdampft und ein Teil des Riickstandes in wenig Wasser 
gelést. Diese ziemlich konzentrierte LOsung wurde mit ver- 
diinnter Salpetersaéuie vorsichtig neutralisiert und dann mit 
Silbernitrat gefallt. Die Fallung wurde im Dunkeln filtriert, 
gewaschen und getrocknet. 

Analyse: 0.2333 g Substanz: 0,1840 g Ag(Cl. 

Fiir propionsaures Silber (= 180,97 g), ber.: 59,64°/o Ag, 

gef.: 59,37°/o Ag. 
Der Hauptanteil unter den fliichtigen Saéuren fiallt auf die 
Propionsaure. 

Zur Gewinnung der nichtfliichtigen Saéuren, und zwar 
zuniichst der atherléslichen, wurde die aus der Dampfdestillation 
hervorgehende schwefelsaure Fliissigkeit im Extraktionsapparat 
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mit Ather erschépfend (etwa 100 Stunden) ausgezogen. Die 
abgeheberte und getrocknete, gelbliche, ftherische Schicht 
hinterlie}B nach der Verdunstung einen hellgelben, sirupdsen 
Riickstand (ca. 5 g). Er wurde mit Wasser aufgenommen, von 
Fettspuren abfiltriert, und die Lésung in einem Mafkélbchen 
auf 100 ccm verdiinnt. Sie zeigte im 1 dm-Rohr eine Drehung 
der Polarisationsebene von a = -+- 0,10°. Auf Milchsiiure be- 
rechnet, entspricht dieser Winkel — die spezifische Drehung der 


Milchséure = -}- 2,24° angenommen — einem Prozengehalt von 
100 es. 4 46 
l ; [a ~ — 4, g. 


Zur Identifizierung der Milchsiiure wurde die Lésung mit 
Zinkcarbonat neutralisiert, die neutrale Losung abfiltriert und 
eingedampft. Nach und nach gelangte ein Zinksalz zur Aus- 
scheidung, und bald erstarrte die Masse zu einem dichten Brei. 
Dieser wurde abgesaugt und auf dem Filter mit verdiinntem 
Alkohol gewaschen, wobei der Filterriickstand schneeweif wurde. 
Gewicht 7 g, also ziemlich genau der obigen, aus der spezi- 
fischen Drehung ermittelten Ausbeute an Milchsiure ent- 
sprechend. 

Analyse: 0,2290 g Substanz: 0,0661 g ZnO. 

Fir C,H,,0O,Zn + 2 H,O (= 279,49), ber.: 23,40°/o Zn, 

gef.: 23,19°/o Zn. 

Von den in Ather léslichen, nichtfliichtigen Siiuren ist 
also d-Milchsdure sicher festgestellt worden. Wie weiter 
unten niher ausgefiihrt wird, ist die Séiure nicht etwa auf die 
Spaltung des Glukosamins durch das alkalische Medium zuriick- 
zufiihren, sondern durch Bakterienwirkung bedingt. 

Zur Prifung auf atherunlésliche nichtfliichtige 
Sauren, sowie auf etwa als Zwischenprodukte auftretende 
Aminosiuren wurde der folgende Weg eingeschlagen. 

Zuniichst wurde der Versuch gemacht, das etwa noch 
vorhandene unveriinderte Glukosamin in Form seines Chlor- 
hydrates abzuscheiden. 

Die schwefelsaure Lésung, die von der iitherischen Schicht, 
wie oben dargetan ist, abgetrennt wurde, wurde mit verdiinnter 
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Natronlauge neutralisiert. Die L6sung wurde hierauf im Vakuum 
eingedunstet und in die konzentrierte, dunkelbraun gefarbte 
Fliissigkeit bis zur Siéttigung Salzsduregas eingeleitet. Nach 
ca. 16stiindigem Stehen in der Kalte wurde die ausgeschiedene 
Salzmasse abgesaugt. Die letztere bestand, wie eine Glihprobe 
zeigte, ausschlieBlich aus anorganischer Substanz. Das Filtrat 
wurde weiter auf die Hialfte des Volumens verdampft, die 
Sattigung mit Salzséuregas wiederholt, ohne daB aber beim 
Abkiihlen und langeren Aufbewahren bei tiefer Temperatur 
eine Ausscheidung entstanden ware. Es hat sich, wie aus 
allen diesen Beobachtungen mit groBer Wahrscheinlichkeit zu 
schlieBen ist, weitaus der grébte Teil und vielleicht die ganze 
Menge des angewandten Glukosamins verandert. 

Die Lésung wurde hierauf im Vakuum vollsténdig ver- 
dampft und der sirupése Riickstand mit absolutem Alkohol 
iibergossen und in das Gemenge trockenes Chlorwasserstoffgas 
bis zur Siittigung eingeleitet. Das mit dem Gas gesittigte 
Gemisch wurde jetzt abermals bei Minderdruck vollig verdampft 
und der Riickstand mit Ather ausgeschiittelt. Der letztere nahm 
nichts auf, somit ist die Anwesenheit von Estern nichtfliichtiger, 
stickstofffreier (Aminoséuren!) Sauren ausgeschlossen. 

Der Riickstand wurde nach der Methode von E. Fischer 
mit Natronlauge, Kaliumcarbonat und Ather bei tiefer Tem- 
peratur behandelt, um etwa vorhandene Aminosaureester aus 
den Chlorhydraten in Freiheit zu setzen. Die so erhaltene 
iitherische Fliissigkeit wurde getrocknet und im Vakuum bei 
25° verdunstet. Es hinterblieben 1—-2 Tropfen eines gelben 
Oles, die mit Triketohydrindenhydrat (Ninhydrin) eine auBer- 
ordentlich starke Blauviolettfarbung gaben. Die vorhandene 
Menge von Aminosadureestern war hingegen zu gering, um eine 
weitere Fraktionierung vorzunehmen; ferner diirfte die geringe 
Menge von Aminosauren offenbar auch aus dem Pepton der 
Nahrl6sung entstammen. 

Da auch etwaige, der Faulnisreaktion entspringende F aul- 
nisbasen in dem zuletzt genannten 4dtherischen Extrakt zu 
suchen wiren, so ist die Anwesenheit der letzteren, wenigstens 
in nachweisbaren Mengen, gleichfalls ausgeschlossen. 
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Verarbeitung der Lésung II. 


Die Reaktion dieser Kontroll-Lisung blieb im Gegen- 
satz zu Lésung | wahrend der ganzen Zeit unverindert 
schwach alkalisch. Diese Beobachtung deutete schon friihzeitig 
auf die Tatsache hin, da® die‘Einwirkung einer alkalischen 
Lésung von dieser, fiir den FiulnisprozeB angewandten Kon- 
zentration, auf das Glukosamin in Abwesenheit von Fiaulnis- 
erregern ohne wesentliche Séurebildungsvermégen bleibt. Die 
weitere Prifung konnte diese Vermutung bestitigen. Die 
etwas eingeengte Losung, die Fehlingsche Lésung reduzierte, 
wurde nach dem Ansiduern mit verdiinnter Schwefelsiiure auf 
die Anwesenheit von fliichtigen Saéuren untersucht. Eine kleine 
Probe zeigte jedoch die Abwesenheit von solchen. Hierauf 
wurde die Lésung im Atherextraktionsapparat mit Ather er- 
schépfend extrahiert. Die itherische Lésung enthielt jedoch 
nur Spuren eines Riickstandes. Die Bildung der Propionsiure, 
sowie der Milchséure in Versuch I ist somit ausschlieBblich 
auf die Mikroorganismen zuriickzufiihren. 

Die mit Ather erschépfend behandelte saure Fliissigkeit 
wurde weiter eingeengt, mit Natriumacetat abgestumpft und 
mit essigsaurem Phenylhydrazin erwirmt. Nach liangerem 
Stehen im dunklen Eisschrank (12 Stunden) wurde ein dunkles, 
gummiartiges Produkt abgeschieden, das nicht weiter unter- 
sucht wurde. 








Studien dber die Spezifizitat der Zellfermente 
mittels der optischen Methode. 
]. Mitteilung. 
Von 
Emil Abderhalden und Andor Fodor. 





(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Halle a, S.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. August 1913.) 


Unsere Fragestellung war kurz folgende: Enthalten die 
verschiedenartigen Zellen des tierischen Organismus 
proteo- und peptolytische Fermente, die auf Zeilbe- 
standteile der Gewebsart, der sie entstammen, ein- 
gestellt sind oder verfiigen alle Zellarten tiber ein- 
heitliche Fermente? Man koénnte sich wohl vorstellen, dai 
alle Zellen tiber gemeinsame Fermente verfiigen, die auf die 
ihnen zugefiihrten Nahrungsstoffe eingestellt sind. Es ware 
jedoch auch denkbar, daf auBerdem noch jede Zellart tiber 
ganz spezifisch wirkende Fermente verfiigt. Jacoby!) hat 
das letztere Problem bereits mit anderer Methodik in Angriff 
genommen und wenigstens fiir die Leber eine spezifische Ein- 
stellung der proteolytischen Fermente beobachtet. 

Die angewandte Methodik war kurz die folgende.?) Zu- 
erst wurde aus vollig entbluteten Organen mittels des Buchner- 
schen Verfahrens Prebsaft dargestellt. Die erhaltenen Resultate 
waren nicht ganz einheitlich. Wir fiihren das darauf zuriick, 
dafB in der Kieselguhr stets eine mehr oder weniger grofe 
Anzahl von Fermenten zuriickgehalten werden. Bessere Re- 
sultate erhielten wir, als wir Macerationssaéfte zu den einzelnen 


1) M. Jacoby, Hofmeisters Beitrage, Bd. 3, S. 446 (1903). — 
Vgl. auch Ch. Richet, C. r. de la Soc. de biol., Bd. 55, S. 656 (1903). 

*) Vgl. hierzu: Emil Abderhalden, Abwehrfermente. 2. Auflage, 
J. Springer. Berlin 1913. 
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Untersuchungen verwendeten. Von diesen gaben wir 1 ccm 
zu 1 ccm einer Peptonlésung, die aus bestimmten Organen 
bereitet worden war. Es wurde dann bei 37° das Drehungs- 
vermégen des Gemisches verfolgt. 

Untersucht wurde die Wirkung von Leber-, Nieren- und 
Schilddriisenmacerationssaft auf Pepton aus Leber, Niere und 
Schilddriise. Die Organe und der Macerationssaft stammten 
von Pferden. 

Das Ergebnis war das folgende: Macerationssaft aus 
Leber baute Leberpepton ab, nicht aber Pepton aus 
Niere oder Schilddriise. 

Schilddriisensaft spaltete Pepton aus Schild- 
driise sehr energisch. Er griff jedoch Leber- und 
Nierenpepton nicht an. 

Nierenmacerationssaft spaltete Pepton aus Niere 
und Leber, ferner wurde unter drei Versuchen einmal 
auch Pepton aus Schilddriise zerlegt. 

Aus diesen Beobachtungen, die zum Teil auch durch Ver- 
suche bestiatigt sind, bei denen das Dialysierverfahren in An- 
wendung kam, geht hervor, daf die Leber- und Schilddriisen- 
zellen tiber Fermente verfiigen, die spezifisch auf Bestandteile 
dieser Zellen eingestellt sind. Nur die Nierenzellen scheinen 
keine so spezifisch eingestellten Fermente zu besitzen, resp. 
es wird ihre Anwesenheit durch Fermente verdeckt, die recht 
mannigfaltige Substrate abzubauen vermégen. Vielleicht kommt 
in dieser Tatsache die Funktion der Niere zum Ausdruck, alles 
abzufangen und vor der Ausscheidung zu zerlegen, falls das 
Blut Produkte mit sich fiihrt, die noch zusammengesetzter 
Natur sind und zugleich plasmafremden Charakter haben. 
Sollte vielleicht die Niere die Abwehrfermente abgeben? Wir 
werden diesen Fragen weiter nachgehen. 

Mit der angegebenen Methodik lassen sich noch zahl- 
reiche Fragen studieren. Wir haben damit begonnen, den 
Einflu8 von Phosphaten auf die Fermentwirkung festzustellen, 
und ferner zu priifen, ob bestimmte Gase einen EinfluB aus- 
liben. Bis jetzt erwies sich Kohlenséure als ganz indifferent. 
Allerdings mu8 man in jedem Falle beriicksichtigen, dab der 
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Grad der Drehung nicht ohne weiteres ein Mafistab fiir den 
Umfang des Abbaus ist. Die Drehung der Abbauprodukte kann 
sich addieren oder auch subtrahieren! Man muB in jedem 
Falle durch Kontrollversuche mit verschiedenen Verdiinnungen 
das Resultat sichern. 

Vor allem wird das Verhalten gegeniiber Serumeiweif zu 
priifen sein. Die bisherigen Erfahrungen reichen zu einer SchluB- 
folgerung noch nicht aus. 


Experimenteller Teil. 


Bereitung der Organsiffte. 


Leber und Niere von Pferden wurden fein zerhackt, in 
flieBendem Wasser entblutet und das vom Blute beinahe vollig 
befreite Organ mit der 3fachen Menge physiologischer Koch- 
salzldsung im Brutschrank bei 37° zunachst 3—4 Stunden 
unter Toluolzusatz maceriert. Der so gewonnene Macerations- 
saft war in der Regel noch schwach rosarot gefarbt und wurde 
stets verworfen. Nun wurde das Organ mit einer gleich grofen 
neuen Menge physiologischer Kochsalzlésung 12—14 Stunden 
unter Toluolzusatz maceriert (37°) und nach Ablauf dieser Zeit 
durch ein Faltenfilter filtriert. Das Filtrat war stets fast farb- 
los und vollig klar. So wurden erhalten: 

Lebermacerationssaft I, Schilddriisen- und Nierenmace- 
rationssaft I. 

Lebermacerationssaft II wurde durch Verdiinnen des 
Saftes I mit dem gleichen Volumen physiologischer Kochsalz- 


lOsung gewonnen. 


Bereitung des Peptons. 


Das Organ(Leber, Nieren und Schilddriise vom Pferd) wurde, 
wie oben geschildert, zerhackt und entblutet. Der blutfreie Brei 
wurde in die 3fache Menge eiskalter 70°/oiger Schwefelsaure 
eingetragen und das Gemisch 3mal 24 Stunden hindurch bei 
Zimmertemperatur aufbewahrt. Jetzt wurde das Hydrolysat 
in die 10fache Menge Eiswasser gegossen und die Schwefel- 
siiure mit Barythydrat genau gefillt. Das klare, gelbliche Filtrat 
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hinterlieS nach dem Verdampfen im Vakuum bei 40° einen 

gelben Riickstand, der mit siedendem Methylalkohol ausge- 

zogen wurde. Durch Fallen des Auszuges mit dem doppelten 

Volumen absoluten Methylalkohol -+- dem gleichen Volumen 

Ather wurde eine schneeweife voluminése Fiillung erzielt, die 
abgenutscht und sodann iiber Schwefelsdiure im Exsikkator ge- 
trocknet wurde. Aus dem schneeweiben Peptonpulver wurde 

jeweilen eine 10°/oige Lésung in 9°/ooiger Kochsalzlésung dar- 

gestellt und diese unter Toluol aufbewahrt. 





I. II. Il. 











Be- Leber- Schilddriisen- Nieren- 
idle macerationssaft macerationssaft macerationssaft 
ypach- }|-— totes , eens reine LA eeNa Oe: at 
' tccm Saft.1cem Saft'1 ccm Saft cem Saft/1 ccm Saft lecm Saftlt ccm Saft! 1 ccm Saft!1 ccm Saft 
wS- | } 
ungs + | + | + + | + |; * + + | + 
zeit 1 ccm teem | 1 ccm 1cem | fccm |; 1ccm 1 ccm 1eem | 1 ccm 
Leber- |Nieren-! Schild- Leber- Nieren-| Schild- Leber- | Nieren-| Schild- 
|driisen- _driisen- | | driisen- 


pepton- pepton- pepton- pepton- pepton- | penton- pepton-| pepton- | penton. ” 


in Std. lésung  lésung | lésung | lésung | lésung | lésung ] lésung | lésung | lésung 





2 |—0,52° — 0,56° — 0,42°| — 058°, — 0,52° — 0,44°| — 0,51°, — 0,59| — 0,619 


4 |—0,50° — 0,579 — 0,43° | — 0,57°/ — 0,549 — 0,40°| — 0,52 — 0,57°| — 0,61° 
6 |—0,46° —0,56°— 0,43°| — 0,599 —0,54° — 0,32°| — 0,51 °| — 0,52°/ — 0,61° 


| 
8 | —0,48° — 0,55 — 0,43°| — 0,58° — 0,54° — 0,36°| — 0,49°) — 0,50°| — 0,60° 





16 | — 0,449) — 0,56) — 0,449} — 0,58 , — 0,56° — 0,34° | — 0,46° — 042° — 0,59° 
| — 0,55° — 0,30°] — 0,47°, — 0,38° — 0,58° 
| 


24 call Mail Whit — 0,57 ° 
30 | — 0,36) — 0,56° — 0,42° — 0,59° — 0,54° — 0,22° — 0,45°) — 034°) — 0,58° 
36 | — 0,38°} — 0,56° — 0,44° | — 0,60° — 0,55° — 0,16° — 0,42°, — 0,32 °| — 0,59 ° 
Zu diesen Versuchen ist noch zu bemerken, dafs Serie I und II sechsmal mit 
gleichem Erfolge wiederholt worden sind. Serie III ist dreimal durchgefiihrt worden. ' 
Einmal wurde Schilddriisenpepton abgebaut. Bei jedem einzelnen Versuche wurde der | 
Macerationssaft mit physiologischer Kochsalzlésung ohne Pepton angesetzt. Er anderte | 
in keinem Falle sein Drehungsvermégen. 
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Versuche iiber die Geschwindigkeit des Auftretens von 
Abwehrfermenten nach wiederholter Einfiihrung 
des plasmafremden Substrates. 


I. Mitteilung. 


Von 
Emil Abderhalden und Erwin Schiff. 





(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Halle a. S.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. August 1913.) 


Die auf Kohlenhydrate eingestellten Abwehrfermente er- 
scheinen, wie von dem einen von uns (A.) und Kapfberger!?) 
mitgeteilt worden ist, auBerordentlich schnell in der Blutbahn, 
wenn das plasmafremde Substrat direkt in diese eingefiihrt 
wird. Es scheint nach allen Beobachtungen, da die auf 
Proteine und Peptone eingesteliten Fermente nicht so rasch 
in Erscheinung treten.?) Wéahlt man als Art der Zufuhr die 
subcutane oder intravendse Injektion, dann vergehen 2—4 Tage, 
bis im Blutserum Abwehrfermente anzutreffen sind. Bedeutend 
rascher sind diese zu finden, wenn man die intravendse Zufuhr 
wahlt. Es existieren ohne Zweifel individuelle Verschieden- 
heiten, weshalb in jedem einzelnen Falle die Zeit des ersten 
Auftretens der Abwehrfermente festgestellt werden muf. Die 
kiirzeste bis jetzt von uns beobachtete Zeit betragt 8 Stunden. 

Wir haben uns nun die Frage vorgelegt, ob die Ab- 
wehrfermente rascher erscheinen, wenn, nachdem sie 
wieder aus dem Blute verschwunden sind, die Ein- 
spritzung des gleichen Substrates wiederholt wird. 
Es ist dies in der Tat der Fall. Es scheint uns diese 
Beobachtung nicht ohne Interesse fiir die Lehre von den Ab- 
wehrmabregeln des tierischen Organismus zu sein. Eine ein- 





') Emil Abderhalden und Georg Kapfberger, Diese Zeit- 
schrift, Bd. 69, S. 23 (1910). 

*) Vgl. Emil Abderhalden, Abwehrfermente, 2. Aufl., J. Springer. 
1913. 
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mal iiberstandene Zufuhr von plasmafremden Stoffen befihigt 
den Organismus bei einer zweiten Invasion viel rascher zu 
reagieren. Weitere Erfahrungen miissen ergeben, ob hier ein 
ganz allgemeines Gesetz vorliegt. 

Die Versuchsanordnung war die folgende. Hunde resp. 
Kaninchen erhielten 1 g EiweifZ subcutan. 2 Tage nach der 
Einspritzung wurde Blut entnommen. Nur in 2 von 10 Ver- 
suchen baute das aus diesem gewonnene Serum Pepton ab, 
das aus dem betreffenden Protein in der tiblichen Weise ge- 
wonnen worden war. Das Pepton wurde in 5°/oiger Loésung 
verwendet. 1ccm der Lésung wurde mit 1 ccm Serum ge- 
mischt. Das Drehungsvermégen blieb in 8 Versuchen konstant, 
nur in zweien trat eine deutliche Anderung des Drehungs- 
vermogens ein. Die Differenz zwischen hoéchster und tiefster 
Ablesung betrug 0,1 resp. 0,09°. Am 4. Tage nach der Ein- 
spritzung bauten die Sera von allen 10 Versuchstieren — 
Kaninchen — das entsprechende Pepton ab. Bei 3 Hunden 
war am 3. Tag Spaltung nachweisbar, wihrend am 2. Tage 
das Serum sich noch als ganz inaktiv erwiesen hatte. 

3 Wochen spiter baute das Serum in keinem Falle 
Pepton ab. Nun wurde das gleiche Protein wieder subcutan 
zugefiihrt. Dosis 1 g in 20 cem physiologischer Kochsalzlésung. 
Das nach 2% Stunden entnommene Blut ergab ein Serum, das 
in allen Fillen Pepton zerlegte. Es war somit viel friihzeitiger 
als bei der 1. Injektion eine Reaktion erfolgt. Unentschieden 
lieBen diese Versuche die Frage, ob nicht noch friiher schon 
Abwehrfermente zugegen waren. 

Die subcutane Zufuhr von Stoffen ist fiir derartige Ver- 
suche nicht besonders geeignet. Die Resorption kann eine 
ganz verschieden rasche sein. Wir haben aus diesem Grunde, 
um einheitlichere Resultate zu erhalten, die Versuche unter 
Anwendung der intravendsen Zufuhr wiederholt. Wir ver- 
wendeten zur Einspritzung Seidenpepton und Gelatinepepton. 
Schon nach 16 Stunden und in einem Falle nach 8 Stunden 
waren Abwehrfermente nachweisbar, die die betreffenden 
Peptone spalteten. Diese Versuche wurden mit Kaninchen 
durehgefiihrt. Diese Tiere sind deshalb nicht sehr gut fiir 
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derartige Versuche geeignet, weil man ihnen nicht zu oft Blut 
entziehen kann. Wir brauchten allerdings fiir den einzelnen 
Versuch nur 1 cem Serum. Wir mubten zuerst bei einer 
groBen Anzahl von Kaninchen priifen, wann die Abwehrfer- 
mente auftreten und dann innerhalb der festgestellten Zeit 
das Spaltungsvermégen des Serums untersuchen. Es ist wohl 
méglich, daB einzelne Tiere die Abwehrfermente noch friiher 
bilden. Nach drei Wochen baute das Serum Peptone nicht 
mehr ab. Nun spritzten wir wieder Pepton in die Blutbahn 
ein. Schon nach einer Stunde konnte in einem Falle die An- 
wesenheit von Abwehrfermenten festgestellt werden. 

SchlieBlich haben wir auch Versuche ausgefiihrt, bei 
denen wir zur intravenédsen Zufuhr Pepton aus Rindernieren 
verwendeten. Es wurde davon Kaninchen je 1 g in physio- 
logischer Kochsalzléisung in die Vena jugularis  gespritzt. 
Gleichzeitig wurde, wie auch bei den friiheren Versuchen, aus 
der Carotis Blut entnommen. Das ausgeprefite, absolut hiimo- 
globinfreie Serum baute in keinem Falle Rindernierenpepton 
ab. Im Ganzen wurden 7 Kaninchen verwendet. In Tabelle 1 
sind die beobachteten Werte mitgeteilt. Bei den Kaninchen 1, 
2 und 3 wurde nach 72 Stunden Blut entnommen. Das Serum 
spaltete bereits Rindernierenpepton. Das gleiche war bei den 
Kaninchen 4 und 5 der Fall, denen 24 Stunden nach der In- 
jektion des Peptons wieder Blut entnommen worden war. Bei 
Kaninchen 6 und 7 war die zweite Blutentnahme schon 
6 Stunden nach der ersten erfolgt. Das Serum baute Pepton 
nicht ab. Vgl. hierzu Tabelle 2. 

3 Wochen spiéter wurde allen Kaninchen Blut abge- 
nommen. Das Serum war inaktiv. Vgl. Tabelle 3. 

Jetzt wurde wieder das gleiche Pepton injiziert. Siimt- 
liche Tiere zeigten keine besondere Erscheinungen. Die Kérper- 
temperatur blieb unbeeinflubt. Bei Kaninchen 4 und 6 wurde 
15 Stunden nach erfolgter Einspritzung Blut entnommen und 
bei Tier 4, 2 und 5 Stunden darnach. Das Serum dieser 
Blutproben spaltete in allen Fallen Pepton. Vgl. Tabelle 4. 
Die tibrigen 4 Kaninchen waren durch die Blutverluste so ge- 
schwacht, dafi sie aus dem Versuch entlassen werden mubten. 
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Tabelle | 
Kanichen I Kaninchen II Kaninchen III Kanin- |) , 
Datum) Zeit a Datum) Zeit | a |Datum) Zeit a Datum — 
V1I./23.' nachm. | VI./25.| vorm. VI./25.) vorm. | V1./27. 
7 Uhr —0,70° ‘4412 Uhr — 0,70° 1/412 Uhr — 0,67° j 
| | | | | 
28 » (—0,70° /nachm. | _nachm. | 
| | 41 Uhr |—0,70° 1/41 Uhr — 0,66° 
24.' vorm. | | | | 
1/210 Uhr — 0,70° (%42 » |—0,70° | 42 » |—0,67° it 
| | | | VI./28. if 
10 » |\—0,68» | 3.» |—0,71° | 3 » —0,66" { 
| ' 
11 » |\—0,70° | 4 » |—0,71° | 4 » |—0,69° 
| | | 
5 » |—0,72° | 5 » —0,66° 
| | | 
VI./26. vorm. | VI /26 | vorm. | 
_ 10 Uhr |(—0,70° | 9 Uhr |—0,67° 
Tabelle | 
Kaninchen | Kaninchen II Kaninchen III Kanin- 
Datum! Zeit ct Datum! Zeit | a Datum. Zeit | a Datum 
vases | | | : 
VI./26.| vorm. | VI./27.) nachm. | VI./28., vorm. VI./28. | | 
|*/212 oi 0,64° ‘25 Uhr |— 0,58° 11 Uhr |— 0,67° 
| 
' nachm. | lef > (—0,66° 12 » |—0,68° 
4/21 Uhr |— 0,69° 
| | 27 =» |—0,66° nachm. 
| 3B » |—0,69F | 2 Uhr |—0,70° 
| VI./28.| vorm. | bien TS 
| 5 >» —0,59° 10 Uhr —0,81° 4 » |—0,69° VI/29. | 
| 7 » |—0,58° 11 > |—0,75° 8 » |—0,60° 
| } | 
V1./26.| vorm. ! | nachm. | VI/29., vorm. | 
| 10 Uhr |— 0,52° | /22 Uhr |-- 0,69° 11 Uhr |— 0,59" 
| nachm. | | 4 » — 0,69° / nachm. 
3 Uhr |—0,65° | | 1 Uhr |—0,59% ,,, . 
| Ser | ‘#8 >» |—0,69° | "| VI/380. 
15d » |—O0538% | 6 » |—0,65' 
| VI./29.. vorm. | | 
8 » (\—0,56° 11 Uhr —0,69°% VL/30. vorm. 
‘ | | | | 9 Uhr |—0,65° 
VI./28.| vorm. | _ nachm. | | 
| 11 Uhr —0,61° | 6 Uhr lon 0,60 ° 11 » |—0,65° 
| | | | 
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elle | J. 
~ 
anin- || chen W Kaninchen ¥ Kaninchen VE Kaninchen VII 
um 4 Zeit a Datum| Zeit OL Dadena Zeit | a Datum, Zeit t 
27. /nachm, V1./30. nachm. VIL/7. ‘nachm. VIL/10. nachm.| 
» /2dUhr —0,68" ''e4 Uhr —0,75° I" /27 7 Uhr —(,71° 86 Uhr —0,70° 
M6 > —0,68° ‘fe =» —0O,75° VIL/8. | vorm. | <> '— 0,699 
| 8 >» |—0,66° 26 » |—0,74° | | VILJL1.) vorm. 
yo /11 >» _o. 71° 4,10 Uhr —0,68° 
28. E| vorm. | \/27 » |—0,73° | | 
} 129 Uhr —0,66° | | ‘nachm. 11» |—0,709 
ia | VIL/1.; vorm. led Uhr —0,71° | 
| | 9 Uhr |—0,73' | nachm. 
| | | | 26 » |—0,68° "/e4 Uhr — 067° 
1 | | 10 » |—0,73 | | | | 
| | | | 7 » |—0,68° | 6 » |—0,68° 
| | 11 >» |— 0,75° 
| | | 7 » |—0,67° 
alle || IL. 
——— TD _— — . — a — . = = 
nin chen n Ww Kaninchen v Kaninchen vI Kaninchen Vil 
am | Zeit at Seton Zeit a Datum) Zeit a fatten Zeit ot 
He | | | | | 
8. | |nachm.| VIL/1. nachm. VIL/8.) vorm. VIL/11. nachm. 
| 2 Uhr i—0 {67° 5 Uhr |—0,75° (11 Uhr |—0,64° | 3 Uhr |—0,58° 
ls < teil | | 
3 > 6 » |—0,75° nachm. 16 » |—0,58° 
8 : — 0,629 '/g4 Uhr, —0,63° | 
| | VII./2.) vorm. 7 » |—0,58° 
9. | {| vorm. 10 Uhr |—0,60° 96 » |—0,61° | | 
Y = 0 
jit Uhr |—0,60 VIL/12.) vorm. 
Ht | nachm nachm.| VIL/9., vorm. | 9 Uhr |—0,58° 
: 1 Uhr —0,60° 3 Uhr ;—0,59° | 9Uhr,—0,63° | 
| | 11 » |—0,56° 
Hi; © » |—0,60° 6 » |—0,619 tle11 » |\—0,61° | 
0, ror - nachm. ; 
9 Uh. —0.60o Vil./3.) vorm nachm. 1 Uhr |—0,58° 
. .-™ 9Uhr |—0,66° 1 Uhr |—0,63° | 
11 > |—0,459 | 
| 
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Tabelle III. 


































































































* Kaninchen | Kaninchen If —= | _ Kaninchen III Kaninchen V Kaninchen VI 
Datum| Zeit | a Datum| Zeit | a Datum| Zeit | a Datum! Zeit | a Datum! Zeit | a 
. | ! 
™ — VIL/18.} mittags VII./18.| nachm. VII./18.|mittags V1I./18.| mittags VII./18.| mittags 
3 12 Uhr |— 0,70° 1 Uhr |— 0,67° 12 Uhr |— 0,65° 12 Uhr |— 0,73° 12 Uhr |— 0,59° 
5 nachm. 15 » |—0,69° nachm. nachm. nachm. 
E le4 Uhr | -— 0,72° ‘k7 >» |—0,69° '/e4 Uhr — 0,66° 1/24 Uhr|— 0,73° ‘1/24 Uhr |— 0,59° 
bs: > — "40 > — >_— 30 » — By 0 
i 6 0, 71 VII./19. vorm. 6 0,66° 6 0,73 6 0, 9 
= VII/19.! vorm. 9 Uhr |—0,68°] VII./19.| vorm. VII /19., vorm. VIL./19.| vorm. 
2 9 Uhr |— 0,70° | 9 Uhr |— 0,66° 9 Uhr |—0,72° 9 Uhr |—0,59° 
® 
8 Tabelle IV. 
= Kaninchen V Kaninchen VY‘) Kaninchen IV Kaninchen VI 
— 8 ann A Ns EO nian Si 
2 Datum | Zeit | a Datum | Zeit | a Datum | Zeit | a Datum | Zeit | a 
txj VIL./19. | nachm. | VIL/19. | nachm, | VIL/22. | nachm. VII./22. | nachm. | 
s | ‘24 Uhr | — 0,75° 27 Uhr | —0,65° | & Uhr | — 0,74 | 44 Uhr | — 0,74° 
= | | | | 
si | ‘a7 » | —0,75° | h9 >» | —0,68° | 6 » | —0,80° | 6 » | —0,80° 
E | 9 » — 0,73° | VII./20. vorm. | VII./23. | vorm. VII./23. | vorm. | 
= VII./20. | woe. 9 Uhr bn 0,63 ° | 9 Uhr | —0,73° | 9 Uhr | — 0,73° 
= | '/210 Uhr | — 0,68° eli > — 0,60° \/212 » | —0,73° "312 » | —0,72° 
~S | sil » | —0,68° [212 >» — 0,60° | nachm. / nachm. | 
pe | nachm. | nachm. | #Uhr | — 0,68° 4Uhr | — 0,76° 
. 2 Uhr | — 0,68° | 2 Uhr | —0,60° | VII./24.,  vorm. | VII./24. vorm. | 
ho 2 = —0,71° | 6 > | — 055° | 9 Uhr | — 0,70° 9Uhr | — 0,67° 
oe VIL./21. | vorm, VII./21. | vorm. | | | | 
_ 9 Uhr — 0,65° | 9 Uhr | — 0,60° | 
i | i | 








') Blut, nach 5 Stunden entnommen. 
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Studien iiber die Spezifizitat der Zellfermente 
mittels der optischen Methode. 


I], Mitteilung. 
Von 


Emil Abderhalden und Erwin Schiff. 





(Aus dem physiologischen Institute der Universitat Halle a. S.) 
(Der Redaktion zugegangen am 8. August 1913.) 


Zu unseren Versuchen verwendeten wir Pepton aus quer- 
gestreifien Muskeln vom Pferde und ferner solches aus Gehirn 
und Hoden. Auf diese Peptone lieSen wir Macerationssaft von 
Niere, Leber, Muskeln und Gehirn einwirken. Das letztere 
war vor der Extraktion mit physiologischer Kochsalzlésung mit 
Tetrachlorkohlenstoff entfettet worden. Offenbar hatten die 
Fermente unter dieser Behandlung gelitten, wenigstens war der 
Abbau geringfiigig. Was die Fragestellung und die Methodik 
anbetrifft, so sei auf die erste Mitteilung') verwiesen. 

Wir fanden, dafi Muskelprefsaft Pepton aus Mus- 
keln abbaut. Er griff Leberpepton und Gehirnpepton 
nicht an. 

Pepton aus Hoden wurde nur von Hodenmacera- 
tionssaft und ferner von Nierenmacerationssaft an- 
gegriffen. 

Pepton aus Gehirn konnte nur von Macerations- 
saft aus Gehirn und von solchem aus der Niere ge- 
spalten werden. Der Muskel-, der Hoden- und der Gehirn- 
preBsaft wirkte ganz spezifisch. Der Nierenprefsaft dagegen 
baute verschiedene Organpeptone ab. Leberprefsaft baute kein 
Pepton ab. Bemerkt sei zu den Versuchen, dafB immer ein 
Kontrollversuch mit 1 ccm Macerationssaft +- 1 ccm physiolo- 
gische Kochsalzlésung mitlief. Sein Drehungsvermégen wurde 
nicht verindert. Die unten mitgeteilten Versuche sind im 
ganzen Smal durchgefiihrt worden. Sie verliefen alle gleich- 
sinnig. Vorliiufig haben wir stets Macerationssiifte und Organ- 
peptone von der gleichen Tierart verwendet. Wir beabsichtigen, 
auf diesem Wege auch die Artspezifizitit zu priifen. Interessant 
wird auch die Untersuchung von pathologischen Organen sein. 





'’ Emil Abderhalden und Andor Fodor, Diese Zeitschrift, 
Bd. 87, S. 225, 1913. 





II. 


Experimenteller Teil. 

















B Muskelprefsaft Nierenmacerationssaft Gehirnmacerationssaft Lebermacerationssaft 
e- 


je 1 ccm je 1 ccm je 1 ccm je 1 ccm 
ac icinkieeledecietinitome einagaiaciniieaciaiaioet 


) : : ———— ss eli asietar iets 


| | 


| | | 
tungs- | / ccm | 1 ccm | 1 ccm | 1 ccm j 1 ccm | 1 ccm | 1 ccm | 1 ccm | 1 ccm | 1 ccm | 1 ccm | 


1 ccm 
| | 
Muskel-Gehirn- Hoden- Muskel- Gehirn- Hoden-|Muskel-Gehirn- Hoden-|Muskel- Gehirn-Hoden- 
| | 


pepton- | pepton- | pepton- | pepton- | pepton- | pepton- | pepton- | pepton- | pepton- | pepton- | pepton- 
| 





zeit | 
| pepton- 
lisung | lésung | lésung | lésung 
| 








n Std. lisung | lisung | lésung | lésung | lésung | lisung | lésung 


| 

| 

1 

| 

| | 


lésung 
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2 — 0,58° | — 0,41° | —0,48°] — 0,61° , — 0,59° | — 0,48°] — 0,72° | — 0,69° i 0,58°} — 0,42° a 0,36° | — 0,41° 

6 — 0,56° | — 0,42° -_ 0,48°} — 0,60° 0,58 ° | — 0,47°} — 0,72° | — 0,70° | — 0,57°}| — 0,42° | — 0,36° | — 0,42° 

10 — 0,52° | — 0,44° | — 0,48°] —0,61° — 0,57° | — 0,44°} — 0,71° | — (),72° ‘how 0,58°| —0,42° | —0,35° | — 0,43° 

16 — 0,54° | — 0,43° | — 0,49°] — 0,59° ei 0,56 ° a 0,42°]| — 0,72° | — 0,68° + 058°] —0,42° | —0,36° | — 0,42° 

20) — 0,48° | — 0,42° | — 0,50° | — 0,57° | — 0,57° | — 0,40°} —0,71°| — 0,62° | — 0,59°} — 0,41° | — 0,37° | — 0.42° 

28 — 0,40° | — 0,42° | — 0,48°} —0,55°  — 0,54° io 0,40° | — 0,70° | — 0,52° | — 0,57°| — 0,40° a 0,38° | — 0,41° 

m 4 | —0,31° _0,42°| —0,49°| —0.54°| —0,52°| —0,38°| —0,70°| —0,56°| — 0,58°} — 0,42°| — 036° — 0,42° 
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Untersuchungen dber Phosphatide, 
insbesondere iiber die im Eigelb vorhandenen'). 
Von 
Dr. Julius Eppler. 

(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tubingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4, August 1913.) 


A. Uber die basischen Bestandteile. 


Von Mac Lean?) wurde in Thierfelders Laboratorium 
festgestellt, dafB bei der Hydrolyse der Chlorcadmiumverbin- 
dung der Phosphatide prozentisch mehr Stickstoff in Form 
von Cholin isoliert werden kann, als bei der Hydrolyse der ur- 
spriinglichen Phosphatide. Besonders deutlich trat das bei dem 
Herzmuskellecithin hervor. Aus ihm hatte der erste Darsteller 
dieses Phosphatids, Erlandsen’), 42°/o des Stickstoffs als 
Cholin erhalten. MacLean gewann ungefiihr dieselbe Menge, 
aus der Chlorcadmiumverbindung aber 75°/o. Diese Beobach- 
tungen sprachen fur das Vorhandensein anderer, basischer 
Substanz in dem durch Cadmiumchlorid nicht fiillbaren Teil 
der Phosphatide. Jene konnte eine in Alkohol leichter lés- 
liche Chlorcadmiumverbindung geben und die Nichtfillbar- 
keit des sie enthaltenden Phosphatids bedingen, wie um- 
gekehrt die Fillbarkeit des cholinhaltigen Phosphatids eine 
Funktion des Cholins, dessen verdiinnte alkoholische Lésung 
schon durch Cadmiumchlorid gefallt wird, sein diirfte. 





‘) Diese Arbeit stellt einen Auszug aus der gleichbetitelten Disser- 
tation (naturwissenschaftl. Fakultaét Tiibingen, 1913) des Verfassers dar. 
Sie wurde im Sommer 1912 beendet und im Friihjahr 1913 gedruckt. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 55, S. 360; Bd. 57, S. 296; Bd. 59, S. 223. 
8) Diese Zeitschrift, Bd. 51, S. 71. 
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Das Ziel meiner Untersuchungen, die ich im Herbst 1910 
begann, war die Auffindung dieser hypothetischen Base in den 
Kigelbphosphatiden. Inzwischen erschien die schéne Arbeit von 
Trier!), in der er tiber das Vorkommen von Athanolamin 
unter den Spaltungsprodukten eines pflanzlichen Phosphatids 
aus Bohnensamen berichtet. Meine damals schon vorliegenden 
Beobachtungen, die bei der Untersuchung der Spaltungsprodukte 
des durch Cadmiumchlorid nicht féllbaren Phosphatidanteils 
gemacht worden waren, standen in guter Ubereinstimmung mit 
der Annahme, dai auch hier neben Cholin Athanolamin  vor- 
handen war. Der alkohollésliche Stickstoff dieses Hydrolysats 
wurde nur zum Teil durch Phosphorwolframsiéure und durch 
(uecksilberchlorid gefillt, ebenso erwies sich auch synthetisch 
dargestelltes Athanolamin durch Phosphorwolframsiiure, Platin- 
chlorid, Cadmiumcehlorid, sehr viel weniger fillbar als Cholin. 
Durch absolutalkoholische Sublimatl6sung wurde eine 2,5°/oige 
Losung des Chlorids in absolutem Alkohol auch nach lingerem 
Stehen nicht gefillt. Das Chlorid erwies sich als reichlich l6s- 
lich in einer gesittigten absolutalkoholischen Sublimatlosung?). 
Die Isolierung dieser Base ist mir denn auch in mehreren 
Killen gelungen und zwar nach dem Vorgang von Trier als 
Goldsalz. Die spiitere Ver6ffentlichung von Trier*), welche 
den Nachweis des Athanolamins auch in den Eigelbphospha- 
tiden erbringt, hat auf die Auffindung der Base durch mich 
keinen Einflu{B gehabt. 

Meine Untersuchungen erstrecken sich auf 4 Priaparate: 
1. Ein Handelspriiparat, welches durch Extraktion von ge- 
trocknetem Hiihnereigelb mit heifem 80°/oigen Alkohol ge- 
wonnen und durch geeignete Behandlung von Cholesterin und 
Fett befreit worden war. Es stellte eine Mischung simtlicher 
Phosphatide des Eigelbs dar. 2. Das nach der Angabe von 
Stern und Thierfelder*) aus dem primiiren Atherextrakt des 

1) Diese Zeitschrift, Bd. 73, S. 383. 

2) Niihere Angaben iiber das Verhalten des Athanolamins zu diesen 
Fallungsmitteln siehe Seite 28 meiner Dissertation. Trier hat vor kurzem 
die gleichen Feststellungen gemacht (diese Zeitschrift, Bd. 85, S, 386). 

8) Diese Zeitschrift, Bd. 76, S. 496. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 53, S. 370. 
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Eigelbs gewonnene alkoholleichtlésliche Phosphatid. 3. Das 
nach denselben Autoren ebenfalls aus dem primiiren Ather- 
extrakt dargestellte alkoholschwerlésliche Phosphatid. 4. Das 
aus dem sekundiiren Alkoholextrakt des Eigelbs isolierte Phos- 
phatid (siehe 5. 240). 

Die einzelnen Phosphatide wurden aus alkoholischer L6- 
sung mit Cadmiumchlorid gefallt und Niederschliige und Fil- 
trate gesondert gespalten und untersucht. Nur bei dem Prii- 
parat 3 mufite seiner Unldslichkeit in Alkohol wegen diese 
Fallung unterbleiben. Die Spaltung erfolgte in der Regel durch 
Erhitzen mit Barytwasser. Betreffs Angaben iiber die einzelnen 
Phosphatide sowie aller Einzelheiten der Untersuchung sei auf 
die Dissertation verwiesen. Hier soll nur eine kurze Schilderung 
gegeben werden. 


1. Handelspraparat. 


Versuche 1 u. 2. Die verwendeten Mengen betrugen 
31,4 bezw. 100 g. Es wurden 67,1°/o (75,1°/0) des Stickstoffs 
durch Cadmiumchlorid gefillt. 

Hydrolyse der Fallung. Im Hydrolysat fanden sich 
96°/o9 (98,2°/e) des Stickstoffs, von diesem war itiber 90°/o 
alkoholléslich. Der alkohollésliche wurde fast vollstiindig durch 
Phosphorwolframsiure gefillt und der durch Phosphorwolfram- 
siure fallbare wieder fast vollstindig durch Sublimat. Der 
durch Sublimat fillbare war zum gréften Teil Cholinstickstoff 
(siehe besonders Versuch 1). Ob daneben noch Athanolamin 
yorhanden, mufi dahingestellt bleiben. Fiallungen mit Gold- 
chlorid konnten an verschiedenen Stellen in den Filtraten der 
Phosphorwolframsiure- und Sublimatfallungen erhalten werden, 
jedoch war die Menge zur Feststellung nicht ausreichend. 

Hydrolyse des Filtrats. ImHydrolysat fanden sich 88°/o 
(83°/o) des Stickstoffs, von diesem war 76°/o (81°/o) alkohollés- 
lich. Von dem alkoholléslichen wurde weniger als die Hiilfte 
durch Phosphorwolframsiiure gefiillt und von dern gefiillten wieder 
nur ein Drittel durch Sublimat. Der durch Sublimat gefiillte 


17* 


‘ 
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ist zum grOften Teil Cholinstickstoff (siehe besonders Versuch 1). 
Aus dem Filtrat der Quecksilberfallung (Versuch 2) lief sich 
0.1173 g Athanolamingoldchlorid erhalten. Au gef. 49,02°/o, 
ber. 49,17°/o, Smp. 187°. 

Das synthetisch dargestellte Athanolamingoldchlorid von 
Knorr') schmolz nach vorhergegangenem Sintern bei etwa 
190°, das von Trier aus Bohnen dargestellte ohne Zersetzung 
bei 186—187°, das von demselbem Autor aus Eigelblecithin 
gewonnene bei 188—190° unter vorhergehendem Erweichen. 

Versuch 3. Nachdem die Anwesenheit von Athanolamin 
im Filtrat festgestellt worden war, wiederholte ich den Ver- 
such mit einer grOberen Menge. Es wurde eine alkoholische 
Loisung des gleichen Praparates (384 g und 2000 ccm) mit Cad- 
miumchlorid gefillt, das Filtrat auf 600 ccm eingeengt und 
von allen beim Eindampfen entstandenen Ausschei- 
dungen befreit. Es entsprach 486 mg N, welche bei der Hvdro- 
lyse fast vollig in LOsung gingen, aber nur zu 66°/o alkohol- 
ldslich waren. Von dem alkoholléslichen Stickstoff wurden nur 
51,5°/o durch Quecksilberchlorid gefallt und dieser war Cholin- 
stickstoff. Aus dem Filtrat der Sublimatfallung lief sich wieder 
Athanolamingoldsalz gewinnen und zwar 0,2857 g. 

Wenn gleich die Ausbeute an dieser Base etwas grober 
war, als bei Versuch 2, so entsprach die Zunahme doch nicht der 
4 mal so groben Menge des Ausgangsmaterials. Die Ursache ist 
wohl darin zu suchen, da6b in Versuch 3 auch alle diejenigen 
Bestandteile entfernt wurden, welche beim Eindampfen sich 
in fester Form ausschieden und vermutlich d&thanolaminhaltig 
waren. Da& die letzte Mutterlauge des Filtrats der Chlorcad- 
miumfiillung jedoch eine relativ gréfere Menge der Base ent- 
hilt, geht daraus hervor, da die 486 mg CdCl,-Filtratstick- 
stoff, welche in Versuch 3 0,28 g Goldsalz lieferten, 6,7°/o 
des Gesamtstickstoffs betrugen, wihrend die entsprechende 
Menge CdCl,-Filtratstickstoff des Versuchs 2 (339 mg), aus 
der 0,117 g Goldsalz erhalten wurden, 25°/o des Gesamtstick- 
stoffs ausmachte. 


') Chem. Ber., Bd. 30, S. 910. 
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2. Alkoholleichtlésliches Phosphatid aus dem 

primiren Atherextrakt. 

Versuch 1. Die verwendete Menge betrug 39,5 g. Es 
wurden 86°/o des Stickstoffs durch Cadmiumchlorid  gefiillt 
(in Versuch 2 82,7°/o). 

Hydrolyse der Fallung. Im Hydrolysat fanden sich 
87°/o des Stickstoffs; von diesem waren 96—97°/o alkohol- 
ldslich, und von dem alkoholléslichen wurden 91°/o durch Sub- 
limat gefallt. Aus dem Filtrat der Sublimatfiillung lieB sich 
eine kleine Menge eines Goldsalzes gewinnen, welches auf 
Grund des Schmelzpunktes (188°) als Athanolamingoldchlorid 
angesprochen wurde. 

Hydrolyse des Filtrats. Im Hydrolysat fanden sich 
90,7°/o des Stickstoffs, bei der Fallung der alkoholischen Losung 
mit Quecksilberchlorid gingen nur 30°/o des wasserléslichen 
Stickstoffs in den Niederschlag. Aus dem Filtrat wurden 0,1786 g 
Athanolamingoldsalz erhalten (gef. Au 49,38, N 3,44, ber. Au 
49,17, N 3,49). 

Versuch 2. Da zunichst zu vermuten war, daf} die geringe 
Menge Athanolamin, welche aus der Cadmiumchloridfillung 
erhalten wurde, auf eine ungentigende Reinigung dieser Faillung 
zuriickzufiihren sei, so versuchte ich durch Umkrystallisieren 
und Umfiillen eine vollige Entfernung der Beimengung zu er- 
reichen. Der aus einer neuen Portion des Phosphatids (ca. 
31,6 g) erhaltene Cadmiumchloridniederschlag wurde nach Wi11- 
stiitter und Liidecke!) in einer Mischung von 2 Volumina 
Essigiither und 1 Volumen Alkohol heif gelist, der beim Er- 
kalten ausfallende hellgelbe Niederschlag in kaltem Benzol 
gelést und aus dieser klaren Lésung wieder mit absolutem 
Alkohol gefillt. Im Essigaéther-Alkohol blieben 3,9°/o, im Benzol- 
Alkohol 4,2 °/o des eingefiihrten Stickstoffs geliést. Das Ergebnis 
der Spaltung war indessen das gleiche, indem auch hier aus 
dem Hydrolysat der Fallung eine kleine Menge Goldsalz vom 
Schmelzpunkt 188° erhalten wurde. Die aus dem Filtrat der 
Fillung isolierte Athanolaminmenge war in diesem Versuch 
eine etwas grOfere als in dem Versuch 1. Dort wurden aus 


') Chem. Ber., Bd. 37, 8. 37565. 
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766 mg eingefiihrten Stickstoffs 0,1786 g, hier aus 615 mg N 
0,1922 g Goldsalz (49,27°/o Au) erhalten. 


3. Alkoholschwerlésliches Phosphatid aus dem 
primiren Atherextrakt. 

Die verwendete Menge betrug 10 g. Die Spaltung war 
eine sehr viel schwierigere als bei den anderen Priiparaten. 
Sie lief sich aber durch liingeres Erhitzen mit Barytwasser 
und Salzsiiure so weit fiihren, daB sich 94°/o des Stickstoffs 
im Hydrolysat befanden. Von diesen waren 67°/o alkohol- 
l6slich. Die Sublimatfillung enthielt Cholin, in dem Filtrat 
dieser Fallung lieB sich Athanolamin nicht mit Sicherheit nach-_ 
weisen. Auch bei einer Wiederholung des Versuchs mit 17,3 g 
gelang die Isolierung nicht. Dieses Resultat tiberraschte mich 
insofern, als das Phosphatid in seinen Ejigenschaften grobe 
Ahnlichkeit mit dem Kephalin des Gehirns zeigt, unter dessen 
Spaltungsprodukten Thudichum!’) schon vor vielen Jahren eine 
Base von der Zusammensetzung des Athanolamins gefunden hat. 
Allerdings war die Menge des Ausgangsmaterials in beiden 
Versuchen eine geringe. 


4. Phosphatid aus dem sekundiaren Alkoholextrakt. 


Die verwendete Menge betrug 100 g. Es wurden 77,8 °/o 
des Stickstoffs durch Cadmiumchlorid gefiillt. 

Hydrolyse der Fallung. Der Stickstoff ging zu 90°/o?) 
in das Hydrolysat und erwies sich als fast vdllig (98°/o) alko- 
holléslich. Er wurde zu 96°/o durch Phosphorwolframséure 
gefiallt und der durch Phosphorwolframsiure gefallte zu iiber 
99/9 durch Sublimat. Es lag Cholin vor. Athanolamin konnte 
auch nicht in Spuren gefunden werden. 

Hydrolyse des Filtrats. Der Stickstoff ging zu 85°/» 3) 
in das Hydrolysat und weiter in den Alkohol. Er wurde zu 
87,5°/o durch Sublimat gefallt. Auch hier lieB sich nur Cholin, 
aber kein Athanolamin isolieren. 


1) Die chemische Konstitution des Gehirns usw. Tiibingen 1901. 
*) 9—10°/o wurden in den abgeschiedenen Fettséuren (es war mil 
Schwefelsiure gespalten worden) zuriickgehalten. 


5) 15—16 °/o wurden inden abgeschiedenen Fettséuren zuriickgehalten. 
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Die Ergebnisse dieser Spaltungsversuche sind kurz zu- 
sammengefalit folgende: 

Der bei der Spaltung der Chlorcadmiumfiillungen des 
Gesamtphosphatidgemenges in das Hydrolysat iibergehende, 
alkohollisliche N ist in der Hauptsache, wenn nicht ausschliel- 
lich, Cholinstickstoff. Wenn neben ihm noch Athanolamin vor- 
kommt, so kann es sich nur um kleine Mengen handeln. 

Der bei der Spaltung der durch Cadmiumchlorid nicht 
fillbaren Anteile des Gesamtphosphatids in die Hydrolysate 
iibergehende alkohollésliche N ist nur zum Teil Cholin-N. 
Neben ihm ist in sehr geringer Menge Athanolamin erhalten 
worden. Vermutlich ist die tatsachlich vorhandene Quantitit 
viel grOber als die isolierte. 

Ob daneben noch andere Basen vorkommen, muf un- 
entschieden bleiben. 

Fur das alkohollésliche Phosphatid des primiren 
Atherextrakts wurden dieselben Feststellungen gemacht. 

Das alkoholschwerlésliche Phosphatid des pri- 
miiren Atherextrakts enthiilt Cholin; ob noch auBerdem Atha- 
nolamin, ist unentschieden. 

Das Phosphatid des sekundaren Alkoholextrakts 
verhilt sich anders. Bei der Untersuchung der Spaltungs- 
produkte des durch Chlorcadmium fiillbaren und des_ nicht 
fiillbaren Anteils ergaben sich nicht die Unterschiede wie bei 
dem Lecithin des primiren Atherextrakts, in dem auch die 
basischen Bestandteile des durch Cadmiumchlorid nicht fiill- 
baren Anteils jedenfalls zu einem grofen Teil durch HgCl, 
fillbar waren und aus Cholin bestanden und Athanolamin nicht 
nachgewiesen werden konnte. 

Sein ganzes Verhalten léft es als ein relativ einheit- 
liches Phosphatid erscheinen, das fiir weitere Untersuchungen 
besonders geeignet sein diirfte. 

Dafi die ‘thanolaminhaltigen Phosphatide sich in dem 
Filtrat der Cadmiumchloridfillung finden, ist vor kurzem auch 
von Trier!) angegeben worden. 


1) Diese Zeitschr., Bd. 86. S. 148. 
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B. Uber das Phosphatid aus dem sekundiren Alkoholextrakt. 


Das Phosphatid des sekundiiren Alkoholextrakts des Ei- 
gelbs, d. h. dasjenige Phosphatid, welches nach vollstandiger 
Erschépfung des Eigelbs mit Ather durch Alkohol gewonnen 
wird, ist von Stern und Thierfelder nicht untersucht worden. 
Wohl aber war es schon einmal Gegenstand der Untersuchung. 
Das erste, tiberhaupt aus dem Eigelb in verhiltnismafig reinem 
Zustand isolierte und analysierte Phosphatid, das Lecithin von 
Diakonow und Hoppe-Seyler!), war aus diesem sekundiiren 
Alkoholauszug gewonnen worden. 

Diakonow erschopfte Eigelb mit Ather und extrahierte 
die zurtickbleibende gelblich-weibe Masse mit Alkohol bei 40 
bis 45°. Aus diesem alkoholischen Extrakt stellte er das 
Lecithin dar. Das von ihm beniitzte Verfahren galt allgemein 
als das zu reinem Lecithin fiihrende, und findet sich auch 
noch in der 5. Auflage von Hoppe-Seylers Handbuch der 
physiol. und pathol. chem. Analyse vom Jahre 1885 als einziges 
Lecithindarstellungsverfahren beschrieben. 

Erst seit Gilson?) gezeigt hat, daf man auch das in 
Ather tibergehende Lecithin mit Hilfe von Petroliither von Fett 
befreien kann, und besonders seit der Einfiihrung des Acetons 
als eines zur Trennung von Fetten und Phosphatiden geeig- 
neten Mittels durch Zuelzer’), hat man auch das primare 
Atherextrakt des Eigelbs auf Lecithin verarbeitet und das 
seither in der Literatur erwihnte und im Handel kiufliche 
Lecithin ist ein Gemenge simtlicher Phosphatide des Eigelbs. 
Erst Erlandsen‘) hat sich wieder mit den Phosphatiden des 
sekundiren Alkoholextrakts beschaftigt; auf seine Angaben 
soll noch an anderer Stelle eingegangen werden. 

Zur Darstellung wurden die in der beschriebenen Weise 
getrockneten Eigelbmassen mit Ather vollig erschépft und darauf 
mit absolutem Alkohol bei gewohnlicher Temperatur geschiittelt. 


') Mediz.-chem. Untersuchungen, herausgeg. von Hoppe-Seyler, 
2. Heft, S. 221. 

?) Diese Zeitschrift, Bd. 12, 

‘') Diese Zeitschrift, Bd. 27, 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 51, 
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Die Filtration geschah durch Absaugen auf der Nutsche 
in einer Kohlenséiureatmosphiire unter Lichtabschlub, die 
Filtrate wurden bei Zimmertemperatur im Vacuum ebenfalls 
vor Licht geschiitzt eingeengt und mit Aceton gefallt. Der 
Niederschlag wurde wieder in Alkohol gelést und die LOsung 
abermals gefallt. Priiparat 2 kam jetzt zur Analyse, wiihrend 
Priiparat 1 noch vier- oder fiinfmal derselben Behandlung 
unterzogen wurde. 

Unmittelbar nach der Darstellung ist das Phosphatid bei- 
nahe weifs und von Wachskonsistenz. Es nimmt jedoch all- 
miihlich eine dunklere Farbe an. Diese Veriinderung konnte 
naturgemif trotz des Aufbewahrens im dunkeln Vacuum- 
exsikkator nicht verhindert werden, da sich ja ein gelegent- 
liches Offnen des Exsikkators nicht vermeiden liBt. Die Sub- 
stanz ist sehr hygroskopisch. Sie lést sich in Ather und ebenso 
in Alkohol. Ein Uberschuf8 von Alkohol bewirkt eine leichte 
Triibung. Priiparat 2 kam in ganz frischem Zustand zur 
Analyse. Priaparat 1 war schon lingere Zeit im Exsikkator 
aufbewahrt worden. 


Praparat 1. 

















1 2 3 4 | dD Mittel Atome 
Gin « w | ORG -— —- | — | — 64,57 42,23 
' 
H....! 1026) — } — | — | = 10,26 79,88 
| 
ee 194 | 200; — | — | 1,97 1,10 
| | } | | 
Puxaal 7 — | 395 | 394 | 3.945 | 1,00 
ee a ae a ae | a — | 944 
Priparat 2. 
6 7 8 g 10 11 Mitte] Atome 
C..../| 64,95; 6444) — a _— 64,69 41,95 
HH... ./ 10,54) 10,71; — | — | — — 10,62 79,20 
| | | | | | | 
Bo sel — 2.09 | 2,09 — — 2,09 | 1,16 
Peswecsl = — | — | 89) | 4,04 4,00 | = 1,00 


Goce el = — —- | = — | — | — | 896 
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1. 0.3079 


3S 


Substanz geben 0,7290 g CO, und 0,2824 ¢ H,O 
== 64,57°/o C und 10,26°%o H. 


2. 0.6848 g Substanz verbr. 9,47 ccm ®/10-H,SO, = 1,94%/o N. 
3. 0.5740 » ’ 8,18 » » = 2.00% N. 
4. 0.4058 » > >» 29,6 » n/e-NaOQH = 3,95°/o P. 
5. 0,4015 » ‘ > 856 >» . = 3,94%o P. 
6. O,1848 » » geben 0.4401 g CO, und 0,1741 g H,O 


= 64,95°/o C und 10,54%o H. 


7. 0.1748 g Substanz geben 0.4130 g CO, und 0,1673 g H,O 

= 64,440 C und 10,71°%o H. 
8. 0.3959 g Substanz verbr. 5,31 ccm ®/10-H,SO, = 2,09°/o N. 
9. 0.3230 » » 4,81 » > = 2.09% N. 
10. 0.2705 » > » 19.29 » N/g-NaOH = 3,.95°%o P. 
11. 0.3514 » > >» 95,60 » . — 404%) P. 


Diakonow fand: C 64,27°/o, H 11,4°/o, P 3,8°/o, N 
1,8°/0, und berechnet daraus die Formel C,,H,,NPO, aqu. 

Wiihrend hier das Verhiltnis P:N gleich 1: 1,05 ist, 
weicht in meinen Priiparaten das Atomverhiiltnis noch mehr 
von 1:1 ab, indem sich in Priiparat 1 P: N wie 1: 1,1 ver- 
halt, in Priparat 2 wie 1: 1,16. 

Die Analysen zeigen eine auffallende Ubereinstimmung 
mit denen des Eigelblecithins aus dem primiiren Atherextrakt. 
Fiir dieses Priiparat fanden Stern und Thierfelder: C 64,63°/o, 
H 10,96°/0, N 2,08°/o, P 3,97°/o und ein P : N-Verhiiltnis gleich 
1: 1,16; MacLean!): C 64,18°/o, H 10,60°/o, N 1,88°%o, P 
3,.95°/o; P:N gleich 1: 1,05. 

Trotz des von 1:1 abweichenden P : N-Verhiltnisses 
kann es wohl keinem Zweifel unterliegen, dai es sich hier 
im wesentlichen um ein Monoaminomonophosphatid handelt, 
daB also hier die Verhiiltnisse anders liegen als beim Herz- 
muskel, dessen sekundiires Alkoholextrakt (nach Erlandsen) 
in der Hauptsache aus einem Diaminophosphatid bestand. 

Erlandsen ist offenbar zu anderen Resultaten ge- 
kommen, denn er schreibt?): Es geht aus einigen von mir 
mit Hiihnereidottern angestellten Versuchen hervor, dah diese 
wohl wesentlich Monoaminophosphatide enthalten, welche in 
das primiire Atherextrakt aufgenommen werden, da8_ sich 


') Diese Zeitschrift, Bd. 59, S. 222. 
7) a. a. O., S. 150. 
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jedoch auch Phosphatide mit h6herem N-Gehalt vorfinden, welche 
sich durch nachfolgende Extraktion mit Alkoho! gewinnen lassen. 
Diese abweichenden Resultate sprechen aufs neue dafiir, dali 
die Zusammensetzung der Eigelbphosphatide eine wechselnde ist 
Daf in diesem Phosphatid eine verhiiltnismiébig einheit- 
liche Verbindung vorliegt, dafiir sprechen die oben mitgeteilten 
Ergebnisse der Spaltung. 


C. Uber die Chlorcadmiumverbindung der Phosphatide. 


Verbindungen von Lecithin mit Chlorcadmium wurden 
zuerst von Strecker!) dargestellt. 

Das von ihm benititzte Phosphatid wurde aus Hiihner- 
eidottern ohne vorhergehende ‘Trocknung durch Extraktion 
mit einer Mischung von Alkohol und Ather gewonnen. Vor 
der Fallung mit Chloreadmium war ein Teil der Neutralfette, 
nach dem Abdestillieren der Hauptmenge des Athers durch 
Zusatz von Alkohol, entfernt worden. 

Die Analysen beziehen sich auf 2 Priiparate, sind aber 
nicht vollsténdig. 














¥. 2 
a b c d e 
a 5 2 es «x 2 — — | 90.73 DOSD 
a ts « «4 — —_ 8.38 8 44 _- 
Ca. . . . . = 13.07 13,14 = 15.20 
sm & se + 903 | O11 one 7 





Strecker sagt dariiber folgendes: «Das Verhiiltnis 
zwischen Cd und Cl ist das ihrer Aquivalente, dagegen scheint 
die mit dem Lecithin verbundene Menge von Cadmiumcliorid 
wechselnd. Zieht man daher die dem gefundenen Cd-Gehalt 
(13,1°/o) entsprechende Menge von CdCl, (21,4°/0) ab, so erhilt 
man fiir die Zusammensetzung des Lecithins im Mittel der 
Analysen nahe tbereinstimmend mit der Formel C,,H,,NPO, : 

C berechnet: 64,8°/o gefunden: 64,4°/o. 
H > 10,8°/0 , 10,79 0. 


1) Liebigs Ann. der Chem., Bd. 148, S. 77 
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Bergell') und Ulpiani?) haben ebenfalls Chlorcadmium- 
verbindungen dargestellt und zwar hat ersterer einen mit heiBem 
Alkohol gewonnenen Auszug von Eidotter gefallt, letzterer eine 
im wesentlichen nach der Methode von Strecker dargestellte 
atheralkoholische (aus Eigelb gewonnene) Phosphatidlésung. Von 
Bergell ist nur P und Cd bestimmt worden (Cd: P = 1 : 1,145), 
dagegen gibt Ulpiani eine vollstiindige Analyse seines augen- 
scheinlich in sorgfiltigster Weise hergestellten Priparates. 











Mittel 
cs aval 1,21 49,97 | 50,29 50,16 
H......./ 818 | 892 | 846 | ~ 829 
N 39 | 1,35 | | 1.37 
P 3,09 | — | _ | 3.09 
ee ee. 889 | o~ | vie | 8,89 
Cd.......| 1426 | 1359 | — | 1898 


Cd und Cl stehen auch hier im Verhiiltnis ihrer Aqui- 
valente, dagegen ist P:N:Cd nicht, wie zu erwarten wire, 
gleich 1: 1:1, sondern 1:1:1,21 (1,27). 

serechnet man die Zusammensetzung des organischen 
Teils der Chlorcadmiumverbindung, indem man CdCl, in Ab- 
zug bringt, so ergibt sich: C 66,4°/o, H 10,7°/o, N 1,7°/o, 
P 4,0°/o, O 17,2°/o. 

Phosphatidehlorcadmiumverbindungen, in denen auf ein 
N ein Molekiil CdCl, kommt, haben bis jetzt nur Thudichum*) 
aus dem Gehirn und Erlandsen‘) aus dem sekundiaren Alkohol- 
auszug des Herzmuskels gewonnen. Die von Thudichum ge- 
wonnenen Monoaminomonophosphatide (Lecithin und seine 
«Varietiiten») scheinen hierin keinerlei Abweichungen gezeigt 
zu haben. Die von Erlandsen dargestellte Chlorcadmium- 
verbindung entsprach einem Diaminomonophosphatid und besabh 
die Zusammensetzung C,,H,,N,PO,,-+ 2 CdCl,. 


') Chem. Ber., Bd. 33, S. 2484, 

*) Gaz. chim, ital., T. 31, ID, p. 47. 
ee, 

‘) A. a. O. 
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Ferner hat Erlandsen aus dem primiiren Atherextrakt 
des Herzmuskels ein Monaminophosphatid dargestellt, genau 
analysiert und dann in die Chlorcadmiumverbindung iiberge- 
fiihrt. In letzterer war das Verhiiltnis von P:N gleich 1: 1,5. 
Ein Vergleich des organischen Teils der Chloread- 
miumverbindung mit dem urspriinglichen Phosphatid 
zeigte die bemerkenswerte ‘Tatsache, dah in der 
ersteren eine Veriinderung eingetreten war, welche 
in einer Verminderung der C-, H- und O-Atome ihren 
Ausdruck fand. 











Zusammensetzung Atome 


des des organischen des der 
urspriinglichen Molekiils der Jurspriinglichen CdCl,- 


Phosphatids CdCl,-Verbindung] Phosphatids — Verbindung 











e . 2: 66,29 63,89 43,36 37,00 
| eee 10,17 | YY] 79.64 68.55 
N 187 | 2 (4 1.05 101 
Pp 3.95 4.47 I | 

ae 17.71 17.6 8.69 850) 
eb « « — -— 1,52 
Th « — 3.04 


Erlandsen schreibt dazu: «Der Unterschied zwischen 
dem Priiparat und dem organischen Teil der daraus_ herge- 
stellten Chlorcadmiumverbindung liebe sich vielleicht dadurch 
erkliiren, dai sich 2 Lecithinmolekiile mit 5 CdCl,-Molekilen 
unter Abspaltung einer organischen Atomgruppe verbunden 
hiitten. Indessen ist dies momentan nicht zu einer Erorterung 
geelgnet». 

Eine fortschreitende Zersetzung bemerkte Erlandsen 
ferner bei dem Versuch, die Chlorcadmiumverbindung seines 
Diaminophosphatids (durch Benzol und Ather) zu fraktionieren. 

Abnliche Beobachtungen (der Zerlegung der Chlorcad- 
miumverbindung beim Umkrystallisieren aus Essigiither-Alko- 
holmischung) hat in neuerer Zeit Heubner') gemacht. 


1) Arch. f. exper. Pathol., Bd. 59, 5. 420 
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Um einen Beitrag zur Beantwortung der durch den Be- 
fund von Erlandsen aufgeworfenen Frage zu liefern, habe 
ich verschiedene Chlorcadmiumverbindungen hergestellt und 
analysiert. 

Als Ausgangsmaterial diente mir dasselbe Phosphatid, 
welches 5S. 8 beschrieben worden ist (Priparat 1) und gegen 
dessen einheitliche Natur die Resultate der Spaltungsversuche 
nicht sprechen. 

Ks wurden daraus, jeweils unter abgeiinderten Ver- 
suchsbedingungen, 4 Chlorcadmiumverbindungen hergestellt. 

Priaparat 1. Eine Losung, welche in 47 cem abso- 
luten Alkohols 13,6 g Lecithin enthielt, wurde in 300 ccm ge- 
siittigte absolutalkoholische Chlorcadmiumlésung eingetragen, 
die Fiillung nach 2 Stunden abfiltriert und mit Alkohol aus- 
cewaschen. Die Analyse ergab: 














I 2 3 4 3) 6 7 
( 6.27 | 46,55 _— | snes vn oe a 
H 761) 745, — | — - am - 
N =n ome 145 | 1,47 — | — sn 
oe on ee eee eee ee 
u —-}/—}; — | — | — | 17,42 | 17,49 
1. 0.2125 g Substanz geben 0.3605 g CO, und 0,1447 g H,O 


== 46,27°0 C und 7,61°/s H. 
2. 01737 g Substanz geben 0,2965 g COggind 0,1157 g H,O 


== 46,59 °'o # und 7,45 °/ I. 


5, 0.9460 g Substanz verbr. 5,67 ccm ®/10-H,SO, = 1,45°/o N. 
t. O.ODSO » > > D,84 » > = 1,47°/0 N 
5. 0.4206 » > 22,36 » N/s-NaQH = 2,95°%o P 
6. O,2595 » ; geben 0,0774 g CdSO, == 17,42°o Cd. 
7. 0,7382 * O1746 » == 17,49°o Cd. 


Priiparat 2. Eine Lésung, welche in 150 ccm abso- 
luten Alkohols 10,7 g Lecithin enthielt, wurde mit 300 ecm 
absolutalkoholischer Cadmiumchloridlésung allmihlich versetzt, 
der Niederschlag nach 3 Stunden abzentrifugiert und viermal 
mit absolutem Alkohol durch Dekantieren ausgewaschen. Aus- 
beute: 10,4 g. Die Analyse ergab: 
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l 2 } f a 6 7 S 
C (7,20; 46,71| - . = 
ae ‘ 7.70| 7.64 ~ — _ 
N , -- 149 = =1,49 — — 
P ‘ — — ~~ 3.05 3,09 
Cd. — — - -— 16.49 16.47 
1. 0.2082 g Substanz geben 0,3605 g CO, und 0.1433 g H,O 
47,20°% C und 7,71°/o H. 
2. 0,2630 ¢ Substanz geben 0.4505 g CO, und 0.1796 g H,O 
46,70°/o G und 7,64°%o H. 
3. 0.4260 g Substanz verbr. 4,52 cem ®/10o-H,SO, == 1,49°)0 N. 
4. 0.6313 > 6,71 >» : 1,49°%o N. 
5. 0.3118 17,18 » N/e-NaOl 1.05°%/o P. 
6. 0.2866 » . 15.98 >» . 3,09 °%o P. 
7. 0,2704 : eeben 0,0827 g CaSO, = 16,49%o Cd. 
8. 04054 » . >» 00,1252 16.47% Cd. 
Praparat 3. Eine Lésung, welche in 100 cem_ abso- 
luten Alkohols 6,5 g Lecithin enthielt, wurde mit 3800 cem 
einer gesiittigten absolutalkobolischen Cadmiumchloridlésung, 


welche liingere 
libersittigt war, 
ausgewaschen. 


Zeit gestanden hatte, 


also jedenfalls nicht 


versetzt, der Niederschlag abzentrifugiert und 
Die Analyse ergab: 











I 2 5 4 ) 6 
Cc. 46,91 +7 21 — - oes in 
HB. 7,74 7,80 sates an 
N. ° ~~ — 1.51 1,49 - 
. —- _- - 11 — 
— 16.5 


1. 0,1847 


DO 


0.1502 


ww 
-_ 
— 
IN 
Y 
Cyt 
~ 
ee 


5. O398+4 


> ~ for 
. OD4S7 » 


s Substanz verbr. 


Analyse: 


Substanz geben 0,3177 g CO, und 0,1278 g H,O 


o H. 


= 46,91°%/o C und 7,74° 


g Substanz geben 0,2600 g CO, und 01047 g H,O 


47,21°%o C und 7,80°/o HL. 
58 com 4/10-H SO, 
87 


1,51 °/o N. 
1.49°%/o N. 
nig-NaOH, = 3,11°%o P. 


16.5°%o Gd. 


J 
&, 
, 
>» 4, 
~ 


B38 > 
geben 0.1680 4 CdsO, 


9 
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Priparat 4. Eine LOsung, welche in 200 cem absoluten 
Alkohols 22,8 g Lecithin enthielt, wurde unter Umschiitteln 
mit 400 cem gesiittigter absolutalkoholischer Cadmiumcehlorid- 
losung gefillt, der Niederschlag nach vierstiindigem Stehen 
abzentrifugiert, mit Alkohol angerieben und wieder zentrifugiert 
und dasselbe nochmals wiederholt. Die Analyse ergab: 








( (7,50 | 47,34 — — — _ - 
H 7.71) 760) — — — _ jane 7 
N — 149 | 1,51 — a - 
P ~ — ~- 302, 301 — 

- es a : — — — | — | 16,28 | 16,29 


= 


1. 0.2116 g Substanz geben 0.3685 g CO, und 0,1458 g H,O 
47,90°/o G und 7,71°%/o H. 
2. 0,2221 g Substanz geben 03855 g CO, und 0,1508 g H,O 


G. 9 = = 


(7 ,34"o C und 7,60°/o HH. 
3. 0.5460 g Substanz verbr. 5.81 cem ®/10-H,SO, = 1,499 N. 
4. 0.7337 » 7,018 » > == 2.51% N. 
dD. OBO34 » . I98t >» MNe-NaQOH = 3.02%) P. 
6. ODLLS » » 27,81 » sz BOI*/> P. 
7. O,O115 » geben 0,1544 g CdSO, = 16,28°0 Cd. 
8. 0.5218 » >» 0,0972 » | = 16,29°%o Cd. 


Zusammenstellung der Mittelwerte der 4 Praparate. 











ar & cae 4a Bee to 41 46,96 t7.06 47 42 
Ee i & we enh 7,53 7,67 7,77 =| 7,65 
Ni... ee. 146 =| 1,49 450 | 1,50 
Paw ae ead 2.95 307 | 3,11 3,01 
Cd... » od 17.46 16.48 16,50 16.29 
: 11,02 10.40 1044 10.28 
QO.., _ 13,17 13.93 | 1365 | 13.85 


P:N:Cd verhalten sich bei Priiparat 1 wie 1: 1,09: 1,63, 
bei Praparat 2 wie 1: 1,07: 1,48, bei Priiparat 3 wie 1:1,07: 1,47, 
bei Praiparat 4 wie 1: 1,10: 1,52. 

Abgesehen von Priiparat 1 ist P:N anniihernd gleich 
1: 1,5: wir sind also hier zu demselben Resultat gelangt wie 
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Erlandsen bei der Untersuchung des Herzmuskellecithins, 
die Beziehung P:N: Cd ist jedoch weniger einfach, insofern 
sich P:N nicht wie 1:1, sondern wie 1: 1,1 verhiilt. 

Die Unterschiede zwischen dem organischen ‘Teil der 
Chloreadmiumverbindung und dem Phosphatid, welches zu 
seiner Darstellung gedient hat, gehen aus folgender Zusammen- 


stellung hervor: 














one a a —— ee ae 
Prozentische Zusammensetzuang Atome 
der des organischen der der 
urspriinglichen Teils der CdCl,-]| urspriinglichen CdCl,- 
Substanz ') Verbindung ?) Substanz Verbindung 
oa es -2 64,97 64,58 42,23 39,79 
a ae 10,26 10,51 79,88 77,29 
N 197 2.04 1.10 1.08 
P 3.945 4.18 1.00 1.00 
oO. . 19,15 IS.86 9 4-4 S73 
Cd. - 147 
Cl . - . . soa — 2 Yy 








Wir finden auch hier eine Verminderung von C, H und 
O, und fiir das an CdCl, gebundene Phosphatid bleibt (nach 
Abzug von CdCi,) ein Molekiil mit 40 C-Atomen. 

Die Chlorcadmiumverbindung aus dem sekundiiren Alkohol- 
extrakt des Eidotters war, nach liingerer Aufbewahrung im 
evakuierten Exsikkator, in Alkohol und Ather beinahe un- 
loslich, sie léste sich dagegen in Benzol schon bei gewohn- 
licher Temperatur betriichtlich, sehr leicht und ohne Riickstand 
bei Siedetemperatur. Ebenso war sie in Essigiither-Alkohol 
loslich. Mit Wasser bildete sie eine triibe, sehr leicht durchs 
Filter gehende, gegen Lackmus sauere, kolloidale Losung. 

Um das Verhalten weiterer Phosphatidpriiparate gegen 
Cadmiumehlorid beurteilen zu kénnen, habe ich noch 2. aus 
dem primiren Atherextrakt von Herzmuskel nach der 
Vorschrift von Erlandsen dargestellte Lecithinpriiparate in 
die Chlorcadmiumverbindung tibergefiilirt. 





') Siehe S. 9. 
2) Mittel aus den Priiparaten 2, 3 und 4 
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Das Herzmuskellecithin besitzt nicht die Eigenschaften 
einer einheitlichen chemischen Verbindung. Schon Erlandsen 
hat darauf hingewiesen, dafi sein Praparat einen durch Bleiacetat 
fallbaren (vielleicht dem Thudichumschen Myelin entsprechen- 
den) Bestandteil enthalten habe. Gegen die Einheitlichkeit dieses 
Phosphatids sprechen auch die Versuche von Mac Lean, aus 
denen hervorgeht, dafi aus dem Herzmuskellecithin selbst bei 
der Spaltung ca. 42°/o des N als Cholin gewonnen werden 
konnte, aus der Chlorcadmiumverbindung dagegen tiber 70°/o. 

Die von mir untersuchten Priiparate hatten folgende 
prozentische Zusammensetzung : 








Praiparat 1. 

















! 2 3 4 5 | Mittel 
GC... .| 66,46 66,65 a "> ee — | 66,56 
Ho... © 10,69 0044 | — | — | — | 10,57 
No... hs — | CF | < | see 7 oe 
Pe cu. 4 _ ii — | 4,03 410 | 407 
De ck -—- _ ~~ = | - = 16,93 

Praiparat 2. 

6 7 ha g 10 Mittel 
CC... «| 65,23 -_ as — | 65,23 
H.. ..) 10,08 _ a | me | oe. | ee 
Ni... — | Ce- | eee > a | oa 7 ee 
p - — | 413 | 420 | 4,17 


| a 18,56 
1. 0.1124 g Substanz geben 0,2739 g CO, und 0,1074 g H,O 
= 66,46% C und 10,69 °%o H. 
2. 0.1356 g Substanz geben 0,3314 g CO, und 0,1266 g H,O 
= 66.65°/o C und 10,44°/o H. 
3. 0.2419 g Substanz verbr. 3,23 ccm "/10-H,SO, = 1,87°%o N. 
t 


| 
| 
| 
| 


4. O1214 » > >» 883 » N/e-NaQH = 4,05 °/o P. 
dD. OL096 » > > 810 >» > sz £,10% P. 
6. O,1182 >» geben 0,2827 g CO, und 0,1065 g H,O 
== 65,23°/o GC und 10,08 °o H. 
7. 0.2602 g Substanz verbr. 3,55 ccm /10-H,SO, = 1,91°%/o N. 
8, 0.2399 » + B58 » > == 2.01°%,o N. 
YQ OARS6 > > > 13.85 >» M/s-NaOH = 4,13 °%o P. 
10. 0.1706 » > > 1292 » » ==: 4.20°%/e P. 
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Die fiir Priiparat 1 erhaltenen Werte zeigen eine befriedi- 
vende Ubereinstimmung mit denjenigen, welche Erlandsen 
(vergl. S. 235) und Mac Lean (C 66,27 °/», H 10,32 °/o N 1,83 °/o, 
P 3,973°/o, O 17,58 °/0) fiir das Herzmuskellecithin fanden. Die 
fiir das Priiparat 2 erhaltenen weichen etwas ab, doch ist hier 
nur eine C-H-Bestimmung ausgefiihrt worden. 

Beide Priiparate wurden mit absolutem Alkohol behandelt. 
Dabei zeigte es sich, dah sie nicht mehr voOllig loslich waren. 
Die klaren Filtrate gaben mit absolutalkoholischer Cadmium- 
chloridldsung Niederschliage, welche abfiltriert, durch dreimaliges 
Zentrifugieren mit absolutem Alkohol gereinigt und im Exsik- 
kator getrocknet wurden. 

Die Chlorcadmiumverbindung aus Priiparat 1 nahm dabei 
eine ziihe lederartige Beschaffenheit und gelbe Farbe an und 
lie} sich nicht pulverisieren. Beim Extrahieren mit warmem 
Ather ging ein Teil (etwa die Hiilfte) in Lésung, der andere 
erwies sich als unldslich (étherunlisliche Chlorcadmiumverbin- 
dung) und war nunmehr pulverisierbar. Die atherische LOsung 
wurde eingeengt und der Riickstand im evacuierten Exsikkator 
setrocknet (iitherlosliche Chlorcadmiumverbindung). 

Die Chlorcadmiumverbindung aus Priiparat 2 war nach 
achttiigigem Aufbewahren im Exsikkator ganz iitherunloslich. 


Die Priparate hatten folgende prozentische Zusammen- 
setzung: 




















Priparat 1. 





atherlésliche CdCl,-Verbindung| atherunldsliche CdCl,-Verbindung 

I 2 3 4 Mittel] 5 6 i 7 8 i) 10 Mittel 
CG §d02; — — 95,02]50,85 — | — - DOSS 
H | 854; — - | 854) 8277; —-|—|—| —]| — | 827 
N - | 1,48 — | 148] — 1.83 — — 1.83 
P — — |3,23 ~= 3,23 — | 3,97 3,60 — OY 
QO — -— — 13,65 — - — 13,67 
Cd — — - |11,09 '11,.09} — : —- 13,386 13,56 13,36 
CL tome: | me ~ | 6.99 » | es R43 
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Praiparat 2. 

11 12 13 14 15 16 Mittel 
CG...» 6 |) SS | otha — — — — 50,16 
S «. & « 6-28 7.71 7,37 — — -— — 4,49 
N . - —— 1,69 — _ — | 1,69 
P a — — 3,62 — — 3,62 
0 ‘oi wi - _ _ fos 14,84 
Cd ooo — 13,41 13.45 | 13,43 
El. — — — — — — 8.47 


1. 0.1192 g¢ Substanz geben 0,2405 g CO, 
= 55,020 C und 8,54°/o H. 


und 0,0910 g H,O 


2. 0.1860 g Substanz verbr. 1,96 com ®/10-H,SO, = 1.48°)0 N. 
3. 03457 » > » 20,12 n/s-NaOQH = 3,23°/o P. 
4, 0.3457 » > geben 0,0711 g CdSO, = 11,09°/o Cd. 
5. O1210 » > >» 00,2256 » CO, und 0,0894 g H,O 
= 50,85°)o C und 8,27°/o H. 
6. 0.1265 g Substanz verbr. 1,65 ccm /10-H,SO, = 1,83°/o N. 
7. 0.2087 . > 13.44 » n/s-NaQH = 3,57°/o Fr. 
8, O1LS38 > » 100 » > : 3.60%/o P. 
Y Q2OR7 >» > geben 0,0517 ¢ Cdso, = 13.3690 Cd. 
10. O.1538 » > > 0.0381 » == 13.36". Cd. 
11. O,L287 ’ 0,2361 g CO, und 0,O887 g H,O 
= §0,03°9/o CG und 7,71°/o H. 
12. 0,1083 g Substanz geben 0,1997 g CO, und 0,0762 g H,O 


= §0,29°0 C und 7,87°%o H. 


13. 0.2056 g Substanz verbr. 2.48 cem /10-H,SO, = 1,69°%/o N. 
14. 0.2056 » > geben 0,0267 g Mg,P,0, = 3,62°/0 P. 
15. 0,2730 » » >» 0,0679 » CdSO, = 13.410 Cd. 


16. O.2U56 » ) > 0.0513 


» 


>» 


=—= 13,45 0 Cd. 


In den folgenden Tabellen finden sich die bei der Ana- 
lyse erhaltenen Mittelwerte der Lecithine zusammengestellt mit 
denen, welche aus den analytischen Werten der Chlorcadmium- 
verbindungen fiir den organischen Komplex berechnet sind. 


Die entsprechenden von Erlandsen erhaltenen Werte 


sind zum Vergleich hinzugefiigt. 
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Erlandsens Praparat Priparat 1 Priparat 2 
Lecithin Lecithin Lecithin 
Durchschnitt Durchschnit! Durchschnitt 
: Atome i Atome —_ Atome 
in °o in °o in %%o 
C 66,29 43,36 66,56 42.30 65,23 10.50 
H 10,17 79,64 10.57 79,97 10,08 74.74 
N 1,87 1,05 1,87 [02 1.96 14 
P 3.95 | 4,07 l 1,17 l 
Q 17,71 8.69 16.93 8.07 18.56 8.63 
OT TT aera - Renee ea . ee 
yrgan. Molekil Organisches Molekil a 
. . aer Guile" 
or CdCl,- rr CdCl,-Verbindung : : ¢ 
der | dC, ; der CdCl, Verbindu g _ Verbindung 
Verbindung |Atherunldslicher] Atherlislicher |Atherunlislicher 
Teil Teil Tell 
Durch- 
Durch- Durch- Durch- 
schnitt Atome | schnitt Atome | schnitt tome | schmitt Atome 
in %o in °/o in °/o in °o 
(. . | 63,89 37,00 | 64,01 | 36,64 67,17 | 44,06 64,25 | 35.85 
H 991 § 68,55 | 10,57 | 70,62 10,43 | 81,42 9.97 | 66,27 
N 2.04 1.01 2.34 1,13 1.80 1.01 2.16 103 
47 I £98 l 3,94 I 44 1 
() 19.6 R.D0 17.50 7.36 16,66 8 20 19,10 7,9) 
Cd. 1.52 _ 1.04 0.95 1.03 
Ci. a 4 “ 2 OY 1.40 one DOD 
rs: Ged P:N: Gd P: NN: Cad P:N: (Cd 
> 3: 3,01 : £528 1: 1,50: 2: 108: 096 t : 1,03 : 1,02 














Das organische Molekutl der iitherunloslichen Chlorcadmium- 
verbindungen ist in Ubereinstimmung mit Erlandsens Befund 
C-, H- und O-iirmer als das urspriingliche Phosphatid, das or- 
ganische Molekiil der atherl6slichen dagegen reicher an ihnen. 
Da aber, wie erwihnt, die Einheitlichkeit des Phosphatids 


zwelfelhaft 


ist, so ertibrigt sich eine weitere Diskussion. 


Her- 


vorzuheben wiire, dal} bei allen von mir dargestellten Chlor- 


cadmiumverbindungen des Herzmuskelleeithins P : Gd anniihernd 


mm 3 


- 1 gefunden worden ist. 
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Als ganz unwahrscheinlich mochte ich es bezeichnen, dab 
die beobachteten Verinderungen im organischen Teil der 
Chlorcadmiumverbindungen der Einwirkung des Chlorcadmiums 
zuzuschreiben seien, denn fiir eine derartige Eigenschaft des 
Chlorids lassen sich keinerlei Analogien anfiihren. 

Dagegen muf erodrtert werden, ob nicht erst durch 
die Chlorcadmium behandlung eine bereits eingetretene 
Zersetzung des Phosphatids, welche etwa in der Ab- 
spaltung von Fettsiuremolekiilen bestehen kann, er- 
kennbar wird. Man kann durch die Elementaranalyse nicht 
entscheiden, ob in einem Priiparat ein unverindertes Phospha- 
tid oder eine Mischung von Phosphatid und seinen Zersetzungs- 
produkten vorliegt, wohl aber kann durch die CdCl,-Behandlung 
eine Abtrennung der alkoholleichtléslichen Teile, darunter auch 
der Zersetzungsprodukte des Lecithins, bewirkt werden. 

Fiir die Richtigkeit meiner Auffassung diirfte noch spre- 
chen, dal diejenigen CdCl,-Verbindungen, deren Analysen auf 
keine Abspaltung hindeuten (die von Strecker und Ulpiani), 
aus Phosphatiden erhalten wurden, welche ohne Erwarmung 
extrahiert und niemals in den trockenen Zustand tbergefthrt 
worden sind, also der geringsten Zersetzungsgefahr ausgsetzt 


gewesen sind. 








Experimentelle Studien uber die Konstitution 
des Blut- und Gallenfarbstoffs. 


I]. Mitteilung. 
Von 


Hans Fischer und E. Bartholomiius. 


(Aus der IT. medizinischen Klinik zu Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6. August 1913.) 


In der ersten Mitteilung iiber den gleichen Gegenstand 
wurden die Griinde angefiihrt, die fiir eine Verkniipfung von 
Pyrrolkernen durch Kohlenstoffatome in a@-Stellung im Blut- und 
Gallenfarbstoff sprechen. Die weiteren auf analytischem Wege 
gewonnenen Kesultate sprechen nun durchaus in bestiitigendem 
Sinne, und es wurden daher die oben begonnenen synthetischen 
Versuche weiter fortgesetzt. 

Zunichst wurde mittels Formaldehyd aus iiquimolekularen 
Mengen von 2-5-Dimethylpyrrol-3-Carbonsiiureester und 2-4- 
Dimethylpyrrol-3-Carbonsaureester, 2.5. 2‘. 4‘-Tetramethyl- 
3‘-4-Dicarbathoxy-dipyrrylmethan erhalten. 

I. 
NH 


A 
Cont C—<¢ ie—&  €— 
H,C—C C—CH, H,C—C ( —COOC,H 
NH 
In analoger Weise wurde durch Kondensation der ent- 
sprechenden Pyrrole das schon krystallisierende 2.4.2‘. 4’- 
Tetramethyl-5-acetyl-3‘-carbiéthoxy-dipyrrylmethan 
I. 
NH 
7 


1 C.. C.F... oe G¢ Ch 


CH,CO—C -C-—CH, H,C—C—C—CO0OC,H 


gewonnen. 








2560 Hans Fischer und E. Bartholomaus, 


[ns interessierte das Verhalten dieser Pyrrole  insbe- 
sondere bei der Reduktion; denn, wie friiher beobachtet wurde, 
<ind Pyrrole, die in B-Stellung durch eine CH,-Gruppe mit- 
einander verkniipft sind, erheblich resistenter gegen Eisessig- 
Jodwasserstoff (I. Mitteilung) als solche mit CH,-Bindung in 
u-Stellung. Es war daher moglich, daB die Reduktion einseitig 
im Sinne des durch Strichelung angedeuteten Schemas verlief, 
und so konnte man auf diesem Wege zur Synthese der Phono- 
pvrrolearbonsiiure gelangen. Man brauchte nur Chloracet- 
aldehyd mit den genannten Pyrrolen umzusetzen und nach 
Austausch des Halogens gegen CN bezw. COOH der totalen 
Reduktion zu unterwerfen, um die genannte Séure zu erhalten. 
Die Reduktion der oben genannten Pyrrole verlief zwar partiell 
in der angedeuteten Richtung, jedoch scheinbar nur in unter- 
geordnetem Mafe, so dafi wir vorliiufig die Versuche, auf 
diesem Wege die Phonopyrrolecarbonsiure zu erhalten, aufge- 
geben haben. 

Das eben angefiihrte bimolekulare Pyrrol II ist der erste 
Repriisentant einer Korperklasse, die in den Pyrrolkernen un- 
gleiche Substituenten tragen, und in dieser Hinsicht vergleichbar 
mit dem ersten, auf analytischem Wege erhaltenen bimoleku- 
laren Pyrrol, niimlich der Bilirubinséure. Auch diese besteht 
aus Kryptopyrrol und Phonopyrrolearbonsiiure, also 2 Pyrrolen 
init verschiedenen Seitenketten. Als weitere Repriisentanten 
soleher «gemischten» Pyrrole fiihren wir 2.4.2‘. 4'-Tetra- 
methyl-3-acetyl-3‘-carbiithoxy-dipyrryl-methan an. 

Il. 
CH,CO—C C—CH, H,C—C C— COOC,H, 


il 
Ht oe 20k 
i 


NH NH 
Weiterhin wurden durch Kondensation mit Acetaldehyd 
die Pyrrole 
IV. 
CH,CO— C C—CH, H,C—C— C—COCH, 


! 
| 
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y 
C,H,00C—C— CG—CH, H,C—¢ C—COOC,H 
H.C —¢ ( Cll ( CH 
| 
NH CH, Ni 
¥a. 
cHi,c0--C—_¢— Gy. Wie-~-C-—-C—coocs 
H.C—C CH C C— CH, 
Nu CH, NH 
dargestellt. 
Hervorzuheben ist, daf bei der Reduktion der beiden 
zuerst angefiihrten Pyrrole mit Eisessigjodwasserstoff 2. +- 


Dimethyl-5-iathylpyrrol durch fraktionierte Kuppelung = in 
Form seines schon krystallisierenden B-Azofarbstoffes nachge- 
wiesen werden konnte, wiahrend bei der Reduktion des in der 
ersten Mitteilung beschriebenen Pyrrols 


VIL. 
CH, 
oe CH G-—C— CH, 
CH,CO—G = C—CH, H,e—C — C—COCH, 
Nu Ni 


kein Kryptopyrrol erhalten werden konnte. Es scheint demnach 
der Reaktionsmechanismus der reduktiven Spaltung bimole- 
kularer durch eine CH,-Gruppe verkniipfter Pyrrole, bei denen 
ein H-Atom der genannten Gruppe substituiert ist, ein ver- 
schiedener zu sein, je nachdem die Bindung in a- oder B-Stellung 
sich befindet. 

Die eben erwiihnte Methode der fraktionierten Kuppelung 
der Pyrrole haben wir zur Trennung von 2. 4-Dimethy!pyrrol und 
2. 4-Dimethyl-d-iituylpyrrol ausgearbeitet. Das Prinzip besteht 
darin, daf die Kuppelung mit Diazoverbindungen bei Pyrrolen 
in a-Stellung leichter erfolgt wie in B-Stellung, und demgemil 
selingt es, durch allmiihlichen Zusatz von Diazobenzolsulfosiure 


zuerst das 2. 4-Dimethylpyrrol (mit freier a-Stellung) vollstandiy 


zur Abscheidung zu bringen. Aus dem Filtrat gewinnt man dann 
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durch weiteren Zusatz von Diazobenzolsulfosiure das (f-freie) 
2. 4-Dimethyl-5-iathylpyrrol in Form des Azofarbstoffes. 
Mit Hilfe von Akrolein gelang es, bis-(2 . 4-Dimethyl-d- 


acetylpyrrylj-vinyl-methan 


VIII. 
1c=C—c an a aes? 
CH.CO—-C C—CH, C-—H Bc—Cc ‘c—COCH. 
sr | er 
NH CH, NH 


zu synthetisieren, das wir auf sein Verhalten gegen Natrium- 
amalgam und seine sonstige Reaktionsfihigkeit priifen wollen, 
<peziell wegen der zuerst von Kuster vertretenen Ansicht 
vom Vorhandensein von Vinylgruppen im Hémin. 

Anhangsweise sei noch kurz erwiihnt das 2-4-Dimethyl- 
o-acetyl-d-brompyrrol, mit dessen Hilfe wir weitere Synthesen 
auszufiihren hofften. Leider entsprach jedoch das erhaltene 
P’yrrol den Erwartungen nicht, weil das Brom sich als duberst 
stabil erwies. Mit Natriummethylat gelang es zwar, das Brom 
zu eliminieren, aber es konnten die Bedingungen fiir die Ent- 
stehung der Methoxyverbindung nicht getroffen werden, viel- 
mehr entstand Tetramethylpyrrol. 


Experimenteller Teil. 


2.5.2‘. 4‘-Tetramethyl-3‘. 4-dicarbiéthoxy- 
dipyrryl-methan. 
NH 
Pe 
c C-. CH 


2 : 3 


HC:C C-CH, H,C-C—C-COOC,H, 
NH 


Kin Gemiseh von 2.1 ¢g 


bo 


.5-Dimethyl-pyrrol-3-car- 


bonsiiureester und 2,1 g 2.4-Dimethyl-pyrrol-3-car- 
bonsiiureester wurde in 25 eem Alkohol gelést. Zu der 
Losung setzt man 2,5 ecm Formaldehyd von 40°/o und 0,5 cem 


konzentrierte Salzsiiure und kocht kurz auf. Nach Beendigung 
der Keaktion und Erkalten gieSt man in Wasser und macht 
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schwach alkalisch, wobei das ausgeschiedene Harz allmiihlich 
fest wird. Ausbeute 4,2 g. 

Zur Analyse wurde die Substanz zweimal aus verdiinntem 
Alkohol umkrystallisiert. Hierbei erhiilt man sie in sehwach 
gelb gefiirbten, wetzsteinartigen Krystallen vom Schmelzpunkt 
178—179° (vorher tritt Sintern ein). Getrocknet wurde im 
Vakuum bei 100° tiber Phosphorpentoxyd. 

0.2593 
707 mm. 

CoH,,.0,N.. Berechnet: 8,09° 0 N. Gefunden: 817° N. 


0.5563 g Substanz gaben in & 4 g Athvlalkohol eine 


a 


g Substanz gaben 19,6 cem Stickstolf bei 17° und 


a) 


siedepunktserhohung von 0,236 °. 

Ber.: M.-Gew. = 346. Gef.: M.-Gew. = 307. 

Das Kondensationsprodukt ist in Chloroform, Essigiither, 
Alkohol, Aceton und Eisessig leicht, in Ligroin schwer loslich 
Aus den zuerst genannten beiden LOsungsmitteln krystallisiert 
auf Zusatz von Petroliither nur wenig Substanz in derben Krv- 
stallen aus. Aus einer Acetonlésung erhilt man auf Zusatz 
von Wasser lange, farblose Nadeln, wiithrend die auf gleiche 
Weise aus dem Elisessig erhaltenen Krystalle eine gelbliche 
Karbe besitzen. Die Aldehydreaktion ist in der Kilte negatiy, 
beim Kochen positiv, spektroskopisch sind der Aldehyd- und 
der Urobilinstreifen zu sehen. Eine Eisessiglosung, die anfangs 
farblos ist, nimmt beim Kochen eine intensiv gelbe Farbe an 
(im Spektrum ist das Blau ausgelOscht) und wird nach einigen 
Stunden griinlich-gelb. Die Mischschmelzpunkte mit bis- 2. 4- 
dimethyl-3-carbithoxy-pvrryl]-methan und dem unten 
beschriebenen Bis-|2.5-dimethyl-3-carbathoxy-pyrry| 
methan ergaben eine betriichtliche Depression. 


sis-|2.5-dimethyl-3-carbéthoxy-pyrryl]-methan 
C,H.OOC - C C CH, C C -COOC,H 


HC-C €-€h HGe-c C-CH 


NH Ni 
4,2 g 2.5-Dimethyl-pyrrol-3-carbonsiureester, 
20 ecm Alkohol, 2.5 ecm 40°/oige Formaldehyd-Losung und 


0.5 eem konzentrierte Salzsiture wurden in der iiblichen Weise 
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miteinander kondensiert. Beim Erkalten krystallisiert das Kon- 
densationsprodukt direkt aus, es wurde abgesaugt und mit 
Alkohol und Ather ausgewaschen. Ausbeute: 2.85 g. 

Zur Stickstoffbestimmung wurde aus verdiinntem Alkohol 
umkrystallisiert. Man erhiilt so ein weibes Krystallpulver, das 
unter dem Mikroskop aus kleinen Knollen besteht. Schmelz- 
punkt 251—-252° bei vorherigem Sintern. 

O.2801 ¢ Substanz gaben 20,6 cem Stickstoff bei 15° 
und 714 mm 

C,,H,,0,N,. Ber.: 8,09%o N. Gef.: 8,10°/o N. 

In Chloroform, Essigiither, Alkohol und Aceton ist die Sub- 
stanz schwer loslich, in Etsessig leichter: aus den drei letzten 
Losungen wird sie auf Zusatz von Wasser wieder abgeschieden. 
Die Aldehydreaktion ist kalt negativ, beim Kochen positiv. Die 
Kisessigldsung nimmt beim Kochen eine roétliche Farbe an. 


2.4,2'. 4-Tetramethyl-5-acetyl-5‘-carbathoxy- 
dipyrryl-methan. 

NI 

Ps 


CH,-CO-G C€-+CH, H,C-C—cC-COOCnA 


NH 
In der oben angegebenen Weise kondensiert man 2,1 ¢ 


, 


2. ¢-Dimethyl-pyrrol-5-carbonsiéiureester, 1,7 g 2.4- 
Dimethyl-5-acetyl-pyrrol in 20 cem Alkohol mit 1 ccm 
Formaldehyd (40° 0) unter Zusatz von 1 cem konzentrierter 
Salzsiiure. Beim Animpfen und Reiben krystallisiert das Kon- 
densationsprodukt in schwach gelblichen Krystéllchen aus. Aus- 
heute: 3,2 g. 

Beim Umkrystallisieren aus verdiinntem Alkohol erhiilt 
man farblose, fiicherfOrmig vereinigte Nadelchen vom Schmelz- 
punkt 188-—-189° (sintert vorher zusammen). 

0.2319 ¢ Substanz gaben 18,7 cem Stickstoff bei 20° 
und 717 mm. 

CaO. Ber.: 8,86°o N. Gef.: 8,73 °%o N. 

In Chloroform und Essigiither ist die Substanz verhaltnis- 

miifig leicht lOslich und krystallisiert bei Zugabe von Petrol- 
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iither wieder aus. Schonere Krystallisationen erhilt man aus 
Lésungen in Aceton, Alkohol und Eisessig auf Zusatz von 
Wasser. Die Eisessiglisung nimmt beim Kochen eine intensiv 
gelbe Farbe an. Die Aldehydreaktion ist kalt) sehwach und 
wird beim Kochen stark; das Spektrum ist das gewohniliche. 

Reduktion. 4g 2.4.2'.4'-Tetramethyl-5-acetyl-5'- 
carbiithoxy-dipyrryl-methan wurden mit 80 ccm Eisessig und 
40 cem Jodwasserstoffsiiure (spez. Gew. 1,96) zwei Stunden 
lang im siedenden Wasserbade erhitzt. Alsdann wurde die 
Fiiissigkeit mittels Jodphosphonium entfairbt und im Vakuum 
zur Trockene eingedampft. Der Riickstand wurde mit Wasset 
aufgenommen und sodaalkalisch mit Wasserdampf abgetrieben. 
Das hierbei zuriickbleibende Harz erstarrt beim Erkalten zu 
einer braunen, glasigen Masse und wog 1 g. 

Das Destillat wurde ausgeiithert und die ditherische Losung 
mit fester Pikrinsiiure bis zur Siittigung versetzt. Nachdem 
die LOsung eine Stunde in Eis gestanden hatte, wurde abge- 
saugt, das Filtrat auf die Hiilfte eingedunstet und das Abge- 
schiedene wieder von der Mutterlauge getrennt. Letztere wurde 
nun mittels Alkali von der Pikrinsiiure befreit, und die Pyrrole 
mit Diazopenzolsulfosiiure ausgekuppelt. Der erhaltene Farb- 
stoff (1,2 g) enthielt, soweit man an der Farbenreaktion sehen 
konnte, keinen p-Azofarbstoff, 

Die Pikratfraktionen wurden vereinigt, zerlegt und frak- 
tioniert mit Pikrinsiiure gefiillt. Hierbei wurde eine geringe 
Menge eines Pikrates vom Schmelzpunkt 140° erhalten. Zur 
Analyse reichte es leider nicht, doch ergab der Mischschmelz- 
punkt mit reinem 2.3.4-Trimethylpvrrol-pikrat!) (F. VP. 
147—148°) keine Depression. 

2.4.2'.4'-Tetramethyl-3-acetyl-5‘-carbithoxy- 
dipyrryl-methan. 


CH, -CO-C C - CH, EC .¢ C- COOC,H 
HC - ¢ ( CH, ( CCH 
NH NH 
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Zu einer LOsung von 8,5 g 2.4-Dimethyl-3-acetyl- 
pyrrol und 10,5 g 2.4-Dimethyl-pvrrol-3-carbonsiure- 
ester in 50 ccm Alkohol setzt man 5 ecm einer Formaldehyd- 
losung (40°/0) und 5 ccm cone. Salzsiiure und erhitzt bis zum 
beginn der ziemlich heftigen Reaktion. Beim Abkiihlen krystal- 
lisiert das Kondensationsprodukt (9,1 g) aus. Es bildet so ein 
roulich gelbes Krystallpulver vom Schmelzpunkt 227—228°, 

Durch Loésen in Alkohol und vorsichtigen Zusatz von 
Wasser erhilt man gelbliche, prismatische Krystalle, die schein- 
bar dem rhombischen System angehoren und bei 231—252° 
schmelzen, wobei sie kurz vor dem Schmelzen zusammen- 
sintern. Zur Stickstoffbestimmung wurde im Vakuum bei 100° 
liber Phosphorpentoxyd getrocknet. 

0.2702 ¢ Substanz gaben 22,2 ecm Stickstoff bei 20° u. 719 mm. 
CeH,,0,N,. Ber. 8,86°%/o N. Gef. 8,92°/o N. 

In Alkohol und Chloroform ist die Substanz schwer, in 
Essigiither und Aeceton sehr schwer ldslich. In heibem Eis- 
essig lOst sie sich leicht, bei liéingerem Kochen nimmt die 
Losung eine intensiv griine Farbe an. Die Aldehydreaktion ist 
in der Kalte schwach positiv (das Spektrum zeigt den gewohn- 
lichen und den Urobilinstreifen), beim Kochen wird sie sehr stark, 


Bis- 2.4-dimethyl-3-acetyl-pyrryl]-methyl-methan. 


Lt «© CH Cc 6k, 
NH CH, NH 

10,7 ¢ 2.4-Dimethyl-3-acetyl-pvrrol, 40 ccm Alkohol, 
7 ccm Acetaldehydlésung von 40 Gew.-Prozenten und 1 ccm 
eone. Salzsiiure werden in der geschilderten Weise miteinan- 
der kondensiert. Schon beim Kochen beginnt die Krystallisation 
des Reaktionsproduktes, die durch Stehen in Eis vervollstan- 
digt wird. Ausbeute: 8,6 g¢ Rohprodukt vom Schmelzpunkt 
249 —-250°, Aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert, erhalt 
man die Substanz in farblosen, rechtwinklig begrenzten Tiifelchen 
vom Schmelzpunkt 251—252°. Zur Stikstoffbestimmung wurde 
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sie im Vakuum uber Phosphorpentoxyd bei 100° getrocknet 
0.2883 g Substanz gaben 25,1 cem Stickstoff ber 21° u. 721 mm. 
C,,H,,O.N,. Ber. 9,33°/o N. Gef. 9,44°/0 N. 
Das Kondensationsprodukt ist in Alkohol, Aceton und 
Kssigiither schwer, in warmem Elsessig und Acetylentetra- 
ehlorid leicht JOslich. Die Eisessigldsung wird beim Kochen 
amethystfarben, spektroskopisch ist ein Streiften im Gelb zu 
sehen. Die Aldehydreaktion ist zuerst negativ, sie wird jedoch 
allmiihlich positiv, das Spektrum zeigt einen breiten Streifen 
im Grin. Beim Kochen wird die Firbung stirker, und sehr 
bald erfolgt ein Farbenumschlag nach blauviolett. Beim Ver- 
diinnen mit Alkohol wird die Losung rein blau: im Spektrum 
sind jetzt zwei Streifen, einer im Grtin und einer im Rot, zu 
sehen. Letzterer entspricht dem des Kupfersalzes des Ilemi- 
bilirubins. Setzt man zu einer Eisessigl6sung von gewohnliche 
Temperatur ein Kornchen Natriumnitrit, so nimmt die Fliissig- 
keit eine intensiv rote Farbe an, die nach einiger Zeit wiede! 
verschwindet; im Spektrum ist ein breiter Streifen im = Gritin 
zu sehen. Eine Lisung in cone. Sehwefelsiiure zeigt diese 
Fiirbung bei Zusatz von Nitrit nicht. 

Reduktion. 4g bis-[2.4-dimethyl-3-acetyl-pyrryl| 
methyl-methan wurden mit 120ccm eines Eisessig-Jodwasser- 
stoff-Gemisches (2:1) zwei Stunden lang im siedenden Wasser 
bade erhitzt, alsdann mit Jodphosphonium entfiirbt und = im 
Vakuum zur Trockene eingedampft. Der Riickstand lieferte in 
sodaalkalischer Suspension bei der Wasserdampfdestillation 
keinen nennenswerten Riickstand, wohl aber im Destillat eine 
betriichtliche Menge Ol. Dieses mufte nun aus dem 2.4-Di- 
methylpyrrol und 2.4-Dimethyl-5-athyl-pyrrol bestehen, 
von denen nur das erstere ein Pikrat bildet. Es gelang aber 
nicht, ein Pikrat zu erhalten, offenbar war die Menge des frag 
lichen Pyrrols zu gering. Deshalb wurde zu ihrer Trennung 


ein anderer Weg eingeschlagen. 
»~) 


Wie wir schon friiher (diese Zeischr. Bd. 76, 5. 482) be- 
obachten konnten, zeigen die dialkylierten Pyrrole eine groficre 
Reaktionsfihigkeit gegentiber Diazobenzolsulfosiiure als die 


trisubstituierten: es wurde deshalb die iitherische Losung des 
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(;emisches fraktioniert mit der erwihnten Diazoverbindung ausge- 
kuppelt, indem zuerst mit einer mit Salzsiure versetzten Losung 
von 1g Diazobenzolsulfosiure und dann noch zweimal mit 
einer solchen von O09 g der Diazoverbindung ausgeschittelt 
wurde. Die erste Fraktion zeigte unter dem Mikroskop zweilerlei 
Krystallformen, einmal lange Nadeln, in welcher Form der Azo- 
farbstoff des 2.4-Dimethyl-pyrrols') krystallisiert, und da- 
neben buschelfOrmig vereinigte Nidelchen. Die zweite Fraktion 
schon bestand nur aus letzteren, die dritte wurde analysiert. 
Zu diesem Zwecke wurde der Farbstoff in " 10-Natronlauge 
gelost. Nach dem Verdiinnen mit Wasser und Alkohol wurde 
mit verdiinnter Salzsiiure angesiiuert, wobei sich der Farbstoff 
in der oben angegebenen Krystallform abscheidet. Er wurde 
im Vakuum tiber Phosphorpentoxyd bei 100° getrocknet. 
O.1701 ¢ Substanz gaben 0.4376 g CO, und 0,0977 g H,0. 


Q,1779 » > » 22.2 cem Stickstoff bei 18° u. 716 mm. 
O,1845 » ' 0.1422 g BaSO,. 
C,,H,,0.N,5. Ber. C 54,33, H 6,19, N 13,59, S 10,37. 
Gef. » 54,13, » 6,43, >» 13,60, » 10,59. 


Offenbar lag also der Azofarbstoff des 2.4-Dimethy|]- 


~ 


d-ithyl-pyrrols vor. 


Bis-|2.4-dimethyl-3-carbiithoxy-pyrryl -methyl- 
methan. 
CH00C-C—C +, Bec —2-e0eca, 


Lot 3 CH C C-Ca, 


/ | /S 
NH CH, NH 

Zu einem auf dem Wasserbade unter RiickfluB siedenden 
Gemisch von 15,4 g 2.4-Dimethyl-pyrrol-3-carbonsaure- 
ester, 25 ecm Alkohol und 5 eem wisseriger Acetaldehyd- 
losung von 40°/o setzt man 1 ecm konzentrierter Salzsiiure 
und liéibt noch ca. 5 Minuten lang kochen. Beim Stehen in Eis 
und Reiben erstarrt die Fliissigkeit zu einem Krystallbrei, der 
nach einigen Stunden scharf abgesaugt, mit 50°/oigem Alkohol 
ausgewaschen und je einmal mit Alkohol und Ather gedeckt 


~ 


1) Diese Zeitschrift, Bd. 76, S. 48: 
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wird, Das so erhaltene Rohprodukt (10,5 g) zeigt den Schmelz- 
punkt 166—167°. Nach dem Auskochen mit Ather erhiilt man 
die Substanz beim Umkrystallisieren aus verdiinntem Alkohol in 
schonen, farblosen Krystillehen vom Schmelzpunkt 171 42 

0.3244 g Substanz gaben 23.5 cem Stickstoff ber 21° und 


721 mm. 


a «mo Ber.: 7,/8°%o N. Gef.: 7,79°%/o N. 
0.6187 ¢ Substanz gaben in 9,38 g¢ absolutem Athylalkoho! 


eine Siedepunktserhohung von 0,25". 

ber.: M.-Gew. = 360. Gef.: M.-Gew. = 330. 

In Essigiither, Alkohol und Eisessig ist) die Substanz 
leicht loslich, in benzol etwas schwerer, sie [iéibt sich hieraus 
umkrystallisieren. Von Petroliither wird so gut wie nichts ge- 
lost. Die Aldehydreaktion ist in der Wiilte schon schwach 
positiv, beim Kochen wird sie stark, und nach einiger Zell 
erfolat der Farbenumschlag nach Blau mit dem erwihnten 
Spektralbefund. Die Eisessigldsung nimmt beim Kochen eine 
intensiv blaurote Farbe an, das Spektrum weist einen Streifen 
im Gelb und einen im Blaugriin auf. Die Reaktion mit Na- 
triumnitrit ist die gleiche wie bei dem Jis-(2. 4-dimethyl-5 
acetyl-pyrryl)-methyl-methan angegeben. 

Reduktion. 4g bis-|2.4-dimethyl-5-carbiathoxy- 
pyrryl|-methyl-methan, 80 ccm KFisessig und 40 com Jod- 
wasserstoffsiiure (spez. Gew. 1,96) wurden 2 Stunden lang im 
siedenden Wasserbade zusammen erhitzt, wobet sofort Losung 
eintrat.  Mittels Jodphosphonium wird die Flissigkeit ent- 
fiirbt. Sie wurde dann im Vakuum zur Trockene cingedamptt. 
der Riickstand mit Wasser aufgenommen und sodaalkalisch 
mit Wasserdampf abgetrieben. Der im Destillationskolben ver 
bleibende Riickstand war minimal. Der itherische Auszug 
des Destillates ergab beim Siittigen mit fester Pikrinsiur 
1,9 g Rohpikrat. Beim Umkrystallisieren dieses mit Pikrinsiaiure 
stark verunreinigten Pikrats aus 15 cem = heiliem Alkohol 
wurden O85 g Pikrat vom Schmelzpunkt 92—95° erhalten. 

0.1992 ¢@ Substanz gaben 31.8 cem Stickstoff ber 19 


und 720 mm. 
Catt Na. Ber.: 17.29°9/) N. Gef.: 17.43°/o N. 
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Somit lag das Pikrat des 2.4-Dimethylpyrrols!) vor. 

Die mit Pikrinsiure gesiittigte, atherische Mutterlauge 
des Pikrats wurde mittels Natronlauge zerlegt und die iitherische 
LLosung der Pyrrole in der oben angegebenen Weise fraktioniert 
mit 1g Diazobenzolsulfosiure ausgekuppelt. Hierbei wurden 
1.5 ¢ eines gelbroten Azofarbstoffes erhalten, der zur Haupt- 
sache aus langen Niidelchen bestand. Daneben machten sich 
unter dem Mikroskop noch andere Krystalle von weniger aus- 
geprigtem Charakter bemerkbar. Der Farbstolf zeigte die 
Reaktionen der a-Azofarbstoffe und bestand wohl aus dem 
des 2. 4-Dimethyl-pyrrols. Von der Abscheidung wurde ab- 
gesaugt und das Filtrat wiederum mit einer mit Salzsiiure ver- 
setzten LOsung von 0,5 g Diazobenzolsulfosiiure durchgeschiittelt. 
Die so erhaltene zweite Krystallisation, 0,7 g eines roten Farb- 
stoffes, erwies sich unter dem Mikroskop als nur aus wetz- 
steinartigen Krystallen bestehend. Diese wurden in " 10-Natron- 
lauge gelOst und nach dem Verdiinnen mit Wasser und Alkohol 
mit ™ 10-Salzsiiure versetzt. Hierbei krystallisiert der Azofarb- 
stoff in biischelf6rmig vereinigten Niidelehen von roter Farbe 
aus, deren Krystallform der des Azofarbstoffs des 2. 4-Dimethyl- 
d-iithyl-pyrrols vollkommen glichen; er zeigte auch dessen 
Reaktionen und Zusammensetzung. 

QO,1792 g Substanz gaben 0,3561 g CO, und 0,1075 g H,0. 

0.1542 g Substanz gaben 19,3 cem Stickstoff bei 19° 
und 720 mm. 


C,H,,0,N,S.  Ber.: CG 54,83, H 6,19, N 13,59. 
Gef.: C 54,20, H 6,71, N 13,67. 


2.4,2'.4.-Tetramethyl-3-acetyl-3/-carbiithoxy- 
dipyrryl-methyl-methan. 
CH,-CO.-C——-C-CH, H,C-C——C- COOC,H, 
woe. CH ¢ £08, 
ty | VA 
NH CH, NH 
3.4 ¢ 2.4-Dimethyl-3-acetyl-pyrrol, 4,2 g 2.4- 
Dimethyl-pyrrol-3-carbonsiureester, 2,8 ccm Acetal- 


') Diese Zeitschrift, Bd. 80, S. 14 
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dehydlOsung von 40°/o und 20 cem Alkohol werden auf dem 
Wasserbade unter RiickflubB zum Sieden erhitzt und alsdann 
mit 1 cem konzentrierter Salzsiiure versetzt. Nachdem = man 
noch ca. 5 Minuten weitergekocht hat, kihlt man mit Els, 
wobei nach dem Animpfen das Kondensationsprodukt allmiih- 
lich auskrystallisiert. Nach einigen Stunden saugt man scharf 
ab, wiascht zuniichst mit ca. 50°/oigem Alkohol aus und deckt 
je einmal kurz mit Alkohol und Ather. Ausbeute: 5 g Roh- 
produkt vom Schmelzpunkt 195—196°. Dieses KRohprodukt 
wird nun mit Ather ausgekocht und dann aus verdiinntem 
Alkohol umkrystallisiert. Hierbei erhilt man farblose, wetz- 
steinartige Krystalle, bei sehr vorsichtigem Zusatz von Wasser 
zu der alkoholischen Lésung auch sechsseitige Tiifelchen, die 
bei 202—203° schmelzen, bei ca. 209° aber erst einen klaren 
Schmelzfluf bilden. 

0,2661 g Substanz gaben 20,3 ccm Stickstoff bei 18° 


F7¢) 


und 724 mm. 

C,,H..O,N,. Ber.: 8499/0 N. Gef.: 8,41°%/o N. 

In Alkohol, Aceton und Eisessig ist die Substanz ver- 
hiltnismafig leicht, in Essigither und Chloroform etwas 
schwerer loslich. Aus den beiden letzten LOsungsmitteln kry- 
stallisiert sie auf Zusatz von Petroliither aus. In bezug aut 
die Aldehvdreaktion, das Verhalten gegen Natriumnitrit und 
das Kochen der Eisessiglésung zeigt der Korper die gleichen 
Kigenschaften wie die beiden oben genannten Dipyrryl-methy!- 
methan-Derivate. 


bis-[2.4-dimethyl-5-acetyl-pyrryl|-vinyl-methan. 


Sut | 

NH CH, NH 
Die Kondensation zwischen 2. 4-Dimethyl-5-acetyl- 
pyrrol (8,1 g geidst in 50 cem Alkohol) und einer alkoholischen 
Akrolein-Lésung von 33°/o (6 ccm) wird in der Siedehitze durch 
Zusatz von 2 ccm konzentrierter Salzsiiure bewirkt. Bet vor- 
sichtigem Zusatz von Wasser zu dem Gemisch scheidet sich 

das Reaktionsprodukt ab. Ausbeute: 1,6 g. 


i” 
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Zur Analyse wurde aus viel verdiinntem Alkohol um- 
krystallisiert und bei 100° im Vakuum tiber Phosphorpentoxyd 
getrocknet. 

0.3026 g Substanz gaben 24,5 cem Stickstoff bei 18° 
und 720 mm. 

C,,H,,0,N,. Ber.: 8,97%o N. Gef.: 8,87°/o N. 

Das Kondensationsprodukt bildet ein gelbliches mikro- 
krystallinisches Pulver. Die Aldehydreaktion ist in der Kilte 
negativ, beim Erhitzen wird sie positiv; im Spektrum ist ein 
breiter Streifen im Griin zu sehen. In Eisessig ist die Sub- 
stanz leicht loslich, die LOsung nimmt beim Kochen eine bliiu- 
lichrote Farbe an. Eine Losung in Eisessig oder konzentrierter 
Schwefelsiiure wird auf Zusatz eines Kornchens Natriumnitrit 
Intensiy rot. 


2. 4-Dimethyl-3-acetyl-5-brom-pyrrol. 


BC C—c -06-ta, 
Br C.- CH, 
NH 

Zu einer Losung von 7 g 2.4-Dimethyl-5-acetyl- 
pyrrol in 50 cem Eisessig gibt man ein Gemisch von 8 g 
Brom und 10 cem Eisessig Hierbei erwiirmt sich die Flissig- 
keit und nimmt eine intensiv rote Farbe an. Allméahlich kry- 
stallisiert das Brompyrrol aus. Es wird nach dem Abktihlen 
abgesaugt, mit wenig Eisessig ausgewaschen und aut Ton ge- 
strichen. Ausbeute bis zu 90°/o der Theorie. 

Nach zweimaligem Umkrystallisieren aus Alkohol bildet 
die Substanz schwach gelb gefiirbte Prismen, die unter Zer- 
setzung bei 165—166° schmelzen, wobei schon vorher Dunkel- 
fiirbung eintritt. Zur Analyse wurde bei gewoOhnlicher Tem- 
peratur im Vakuum tiber Phosphorpentoxyd getrocknet. 

0.290% g Substanz gaben 18,1 cem Stickstolf bei 22° 
und 709 mm, 

0.1860 g Substanz gaben 0,1600 g 

CH,,ONBr (216,01). Ber.: 6,49 N, 37,00 Br. 

Gef.: 6,61 36,61 
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Die Aldehydreaktion ist in der Kiilte schwach  positiv, 
beim Kochen wird sie intensiv: spektroskopisch sind zwei 
Streifen, einer im Gelbgriin und einer zu Beginn des Blau, 
zu sehen. 

Kinwirkung von Methylat. 1g 2. 4-Dimethyl-3-acety!- 
)-brom-pyrrol wurde mit einer Losung von 1,4 g¢ Natrium in 
20 com Methvlalkohol ca. 14 Stunden lange auf 210 — 220° er- 
hitzt. Das Reaktionsgemisch wurde dann mit Wasserdampt 
behandelt und das Destillat ausgeiithert. Der éitherische Aus- 
zug wurde mit 10 ccm einer feucht-iitherischen Pikrinsiiure- 
ldsung (1:20) bei gewohnlicher Temperatur im Vakuum ein- 
gedampft. beim Umkrystallisieren des Riickstandes aus 5 eem 
heifem Alkohol erhilt man 0,2 g Pikrat vom Schmelzpunkt 
[26—127°. Der Milchschmelzpunkt mit 2.3.4 .5-Tetra- 
methylpyrrol-pikrat!') ergab keine Depression. Die = Stick- 
stoffbestimmung bestatigte die Bildung des genannten Pyrrols. 

O.1785 g Substanz gaben 26,5 cem Stickstoff ber 18° 
und 719 mm. 


C,,H,,O,N,. Ber.: 18,91°/o N. Gef.: 16,120 N. 


Diese Zeitschrift, Bd. 80, S. 12. 








Die hadmolytische Wirkung von Cyclamin-Cholesterin- 
Mischungen. 
Von 


E. H. Riesenfeld und H. Lummerzheim. 
Mit drei Kurvenzeichnungen im Text 


Aus dem physikalisch-chemischen Institut der Nobelstiftung zu Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am x, Aug. 1913.) 


Die vorliegende Arbeit soll einen Beitrag zur Kenntnis 
der Vorgiinge liefern, die sich bei der Neutralisation der Toxine 
durch Antitoxine abspielen. Sie enthalt die HKesultate einer 
Reihe von quantitativen Untersuchungen, die wir tiber die 
Fiihigkeit des Cholesterins, die himolytische Wirksamkeit von 
Saponinen herabzusetzen, angestellt haben. 

Diese antihiimolytische Wirkung des Cholesterins wurde 
zuerst 1901 von Ransom!) beobachtet. Windaus?) stellte 
{908 chemisch wohl charakterisierte «Molekularverbindungen » 
zwischen Cholesterin und verschiedenen Saponinen z. b. Digi- 
tonin her und zeigte, dali die Bildung solcher Komplexver- 
bindungen ausreiche, die entgiftende Wirkung des Cholesterins 
auf Saponine zu erkliiren, da «das Digitonin in der Komplex- 
verbindung tatsiichlich entgiftet ist und nicht mehr das héchst 
energische hiimolytische Vermégen besitzt, das dem freien Digi- 
tonin zukommt». 

Dali es sich bei diesem Vorgange um ein Analogon der 
Toxin-Antitoxinbindung handelt, ist besonders von Madsen?) 
und Arrhenius‘) betont worden. Auf die grofe Rolle, die 
Massenwirkungsgesetz und Reversibilitiit bei diesen Bindungen 
spielen, hat hauptsiichlich Arrhenius (1. c.) hingewiesen. Er 

‘, Deutsche med. Wochenschrift, 1901, S. 194. 

2) Ber. d. deutschen chem. Gesellschaft, Bd. 42, 5. 238 (1909). 

') Madsen und Noguchi, Oversigt Danske Vidensk. Selsk. Forh. 
1904, S. 457. 


*) Imunnochemie, Leipzig 1907. 
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hat an vielen Beispielen gezeigt, dab bei der Entgiftung von 
Toxinen durch Antitoxine die Verhiiltnisse genau so liegen, wie 
man sie bei Annahme einer reversiblen Umsetzung naeh den 
Gesetzen der physikalischen Chemie erwarten_ sollte. 

Kin exakter Nachweis fiir das Vorhandensein einer dis- 
soziierten ‘Toxin-Antitoxinverbindung ist indessen mit groben 
Schwierigkeiten verbunden, weil die in Frage kommenden Stolle 
nach ihrer chemischen Natur so gut wie unbekannt sind. Da- 
gegen hat Arrhenius gezeigt, dag man umgekehrt mit Hilfe 
physiologischer Methoden die Konstante eines physikalisch- 
chemischen Dissoziationsgleichgewichtes bestimmen kann, und 
dies ftir die Neutralisation von Ammoniak durch Borsiiure 
durchgefiihrt. Er fand aus der hiimolytischen Wirksamkeit von 
Ammoniak-Borsiuregemischen den Wert k = 1,02, der spite: 
von Lunden auf rein physikalisch-chemischem Wege mit k = 
1,04 bestiitigt wurde.!) 

Da nun nach den Ergebnissen der erwiihnten Windaus- 
schen Arbeit die Annahme einer Dissoziation der gelOsten 
Saponincholesteride sehr nahe liegt, so haben wir eine Reihe 
von Versuchen angestellt, die Dissoziationskonstante einer 
solchen Komplexverbindung aus der hamolytischen Wirksam- 
keit verschiedener Saponin-Cholesteringemische zu bestimmen. 
Wir haben dazu das Cyclamincholesterid gewiihlt, weil Cycla- 
min verhiiltnismiibig leicht in reinem Zustande zu erhalten ist 
AuBerdem lift sich Cyclamincholesterid schon durch Ather- 
extraktion in seine Bestandteile zerlegen, sodafi bei ihm die 
Annahme einer Dissoziation besonders naheliegt. 


|. Bestimmung des Dissoziationsgleichgewichtes 
auf hamolytischem Wege. 


Unter der Annahme, dafi Cyclamin?) und Cholesterin 
nach der Gleichung 
Se ' hots t 
Cy Hy.0 C365 6015 4 > Ugg .9 19 


') Meddel. f. Vet.-Akads. Nobelinstitut, Bd. 1, S. 10.) Zeitschrift | 


physik. Chemie, Bd. 44, S. 7 (1903). 
*) Die Molekulargréfe des Cyclamins ist bisher nicht sicher be 
kannt. Obige Formel hat Windaus IL. c. vorgeschiagen 
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| Mol.Cholesterin-> 1 Mol.Cyclamins—s 1 Mol.Cyclamincholesterid 
miteinander reagieren, erhilt man als Massenwirkungsgleichung 


worin a und b die Mengen freien Cyclamins und Cholesterins, 
« die Menge der gebildeten Komplexverbindung, siimtlich in 
Aquivalenten gemessen, bedeuten. 

Um a, b und ce aus dem Hiimolysegrade zu bestimmen, 
wurde folgendermafen verfahren.') 

In eine Reihe von Versuchsréhren wurden eine konstante 
Menge isotonischer Cyclaminldsung und wechselnde Mengen 
einer kolloidalen Lo6sung von Cholesterin in Wasser eingefiillt, 
dazu so viel 0,9°/oige Chlornatriumlosung, sodab das Gesamt- 
volumen in jedem Rohrchen 5 eem betrug. Nach einiger Zeit 
wurde die hiimolytische Wirkung dieser Mischung gegen eine 
ber allen gleiche Menge Blutkérperchen bestimmt. Gleichzeitig 
und unter sonst ganz gleichen Bedingungen wurde eine Ver- 
gleichsreihe angesetzt, die wechselnde Mengen Cyclamin ohne 
Cholesterin enthielt. Bei allen Versuchen wurden auf Grund 
von Vorversuchen die Konzentrationen so gewihlt, dab der 
erhaltene Himolysegrad zwischen 5°/o und 95°/o lag. Dann 
wurde eine gleiche Versuchsrethe mit anderer Cyclaminkon- 
zentration angesetzt u.s. f. 

Der Wert von k wurde nun fiir jeden einzelnen Versuch 
folgendermafien bestimmt. Der Hiimolysegrad gab die Menge 
des freien Cyclamins a an (aus der Vergleichsreihe zu_ ent- 
nehmen). Die Menge des gebundenen Cyclamins ergibt sich 
als Ditferenz der zugesetzten Cyclaminmenge A und der freien 
Cyclaminmenge a, also A—a. Damit iiquivalent sind die Menge 
des gebundenen Cholesterins B—b und die der gebildeten Kom- 
plexverbindung ec. Die Menge des freien Cholesterins ist die 
Differenz aus derjenigen des insgesamt zugesetzten, B, und der 
des gebundenen Cholesterins. Solange wir also alles in Aqui- 
valenten messen, kénnen wir schreiben 


') Die teehnischen Einzelheiten sind unten ausfiihrlicher beschrieben 


Kap. 3) 
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ab alB—(A—a 

c A—a 
Zwei Voraussetzungen, die dieser Ableitung zugrunde liegen, 
seien hier schon kurz besprochen. 

Es wurde angenommen, dab das zugesetzte Cholesterin 
sich in der physiologischen Kochsalzlosung lost. Diese An- 
nahme liegt nahe wegen der groben Verdiinnung, in der wir 
arbeiteten. Die groébte Menge, die von uns verwandt wurde, 
war 0.5 ecm der 0,01 °/oigen CholesterinlOsung — O,00O005 ¢ 
in 5 cem Kochsalzlosung (Versuchsreihe 17). Das entspricht 
einer Konzentration von 10 mg im Liter, wobet noch nicht 
herticksichtigt ist, dab ja nur ein Teil des Cholesterins als 
solehes bestehen blieb, withrend ca.!3 von Cyvclamin gebun- 
den wird. AufSerdem wurde niemals eine Ausfiillung des Cho- 
lesterins nach Zusatz der Kochsalzl6sung beobachtet, wie sie 
bei einer kolloidalen LOsung zu erwarten wire. Sollte ander- 
seits unsere Annahme falsch sein und nur ein Bruchteil des 
Cholesterins sich lésen, so hiatten wir es stets mit einer an 
Cholesterin gesiittigten LOsung zu tun: die Menge des gelosten 
freien Cholesterins ware konstant, damit auch der Wert 

a 
Aa 
Dagegen miibte der Wert von 
alB—(A—a 
A—a 
mit zunehmendem b ebenfalls zunehmen. Aus den Kesultaten 
der Versuchsreihe 17, bei der die Cholesterinkonzentration am 


k 


erobten war, geht hervor, dal} diese Annahme falsch ist. Wir 
finden dort eine Serie von Versuchen, fiir die 1} = 5, und eine 
zweite, fiir die B= 10 ist. Die unter k verzeichneten Werte 
sind unabhingig von B innerhalb der Versuchfehler konstant. 
Fir a/(A—a) dagegen finden wir, daB bei B=5 Schwankun- 
gen von 3,1—4,2 (Mittel: 3,9), bei B= 10 Schwankungen von 
,o—2,1 (Mittel: 1,8) vorhanden sind. Also: deutliche Abhiin- 
gigkeit von B, 

Wir diirfen also annehmen, daf sich das zugesetzte Cho- 


lesterin in der Tat lost. 
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Ferner wurde angenommen, dali zwei Versuchsréhrchen, 
die die gleiche Menge freies Cyclamin enthalten, auf Zusatz 
einer gleichen BlutkOrperchenmenge auch denselben Hiimolyse- 
grad ergeben, ohne Riicksicht darauf, ob und wieviel Cycla- 
mincholesterid zugegen ist. Zuniichst also soll das Cyclamin- 
cholesterid selbst nicht merklich hamolytisch wirken. Wire 
diese Annahme falsch, so wurden wir aus dem zu _ hohen 
Hiimolysegrade einen zu groben Wert fiir a erhalten, und der 
Wert fir k mufite mit zunehmender Konzentration der Kom- 
plexverbindung deutlich wachsen, wovon in unseren Versuchs- 
reihen nichts zu merken ist. Auferdem mufi man annehmen, 
dali durch den Vorgang der Hamolyse kein Cyclamin «ver- 
braucht» wird: diese Annahme ist durchaus notig, wenn man 
mit der Zugrundelegung des Massenwirkungsgesetzes nicht in 
Widerspruch zu der ‘Tatsache einer Entgiftung selbst geraten 
will. Wiirde durch die Hiimolyse freies Cyclamin verbraucht, 
so miibte dafiir aus der Komplexverbindung neues abdissozi- 
ieren, damit das Dissoziationsgleichgewicht gewahrt bleibe, und 
dieser Vorgang wiirde sich so lange wiederholen, bis entweder 
vollige Hiimolyse eingetreten, oder alles vorhandene Cyclamin 
verbraucht ist. Das Cholesterin kénnte dann hoéchstens die 
heaktionsgeschwindigkeit herabsetzen. Damit steht aber die 
Erfahrung in Widerspruch. Wenn man BlutkOrperchen zu einem 
Cyclamin-Cholesteringemisch hinzusetzt, so kommt die Haimo- 
lyse nach 2—3-stiindigem Stehen bei 37° zum Stillstand, ob- 
wohl die Gesamtmenge des vorhandenen Cyclamins zur Hervor- 
bringung eines viel hGheren Himolysegrades ausreichen wide. 

II. Herstellung der Blutlosungen. 

Fiir unsere Versuche dienten Suspensionen von Ochsen- 
bluterythrocyten in 0,9°/oiger Kochsalzlésung, bei denen die 
Konzentration der Blutkérperchen den zehnten (= 10°/oige 
Blutlbsung) oder den zwanzigsten (= 5°/oige Blutlosung) Teil 
derjenigen des normalen defibrinierten Blutes betrug. Wo das 
Serum entfernt wurde, geschah dies in der iiblichen Weise durch 
Zentrifugieren. Das Blut wurde mit dem doppelten Volumen 
physiologischer Kochsalzlésung gemischt und zentrifugiert, und 
die dariiber stehende Kochsalzlésung abgesogen und gemessen. 
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Sie betrug tiber 15 mal soviel als die zurtickbleibende Fliissig- 
keitsmenge, sodafi also schon nach einmaliger Wiederholung 
dieser Prozedur tiber 993/2°,o des vorhandenen Serums ent- 
fernt waren. Die zuriickbleidende BlutkOrperchenemulsion wurde 
dann mit physiologischer Kochsalzlosung auf das 10- bezw. 
20fache Volumen der urspriinglichen Blutmenge verdiinnt. 

Bei der kolorimetrischen Kestimmung des Bluttarbstoffs 
spielt die Verfirbung der Blutl6sungen ins Violette eine sehr 
unangenehme Holle: sie stammt wahrscheinlich von bakterteller 
Zersetzung her. Wir haben vom Zusatz von Desinfektionsmitteln 
abgesehen, um Jjede Beeinflussung der himolytischen Resultate 
moglichst zu vermeiden. Dagegen haben wir bei der Herstellung 
der Blutlbsungen auf grobe Sauberkeit und sorgfiiltige Vermet- 
dung von Infektion Wert gelegt. Das Blut wurde, wie es beim 
Schlachten aus der Wunde flo6, in einer mit Glassplittern be- 
schickten, sorgfiltig gereingten Flasche aufgefangen und durch 
Schiitteln defibriniert. Alle Gefiibe, mit denen es in Bertihrung 
kam, wurden durch mehrsttindiges trockenes Erhitzen auf 100°, 
die verwandte Kochsalzlésung durch Kochen sterilisiert. Vor 
dem Zentrifugieren wurde es durch sterilisiertes Filtrierpapier 
filtriert. Nach der Fertigstellung wurde die Blutl6sung in Eis- 
wasser gestellt und darin aufbewahrt, sodafi ihre Temperatur 
stets 2—1+° C. betrug. So behandelt zeigt sie auch nach drei- 
wochentlichem Stehen noch keine Violettfiirbung, dagegen stets 
etwas Selbsthimolyse, die bei frischen LOsungen 3—4°/o, bei 
8 Tage alten 7—10°/o betrug. 


III. Das Ansetzen der Versuche 


Die verwandte physiologische Kochsalzlisung enthielt 0,99 o 
Natr. chlorat. puriss. fusum p. anal. Merck, in destilliertem 
Wasser gelost. 


Cyclamin und Cholesterin wurden in Form von Lésungen 
verwandt. Als Molekulargewichte wurden fiir Cyclamin 776.6, 
fir Cholesterin 386,5 zugrunde gelegt (Windaus |. ¢.). Das 
Verhiiltnis dieser Zahlen ist sehr nahe 1 : 2. 

Als Cyclaminpriiparat diente Cyclamin. cryst. Merck. Es 
wurde dreimal aus 85° oigem Athylalkohol umkrystallisiert. und 
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im Vakuum iiber konzentrierter Schwefelsiiure getrocknet. Die 
verwandten Losungen enthielten O,0O01°/0, in einigen Fallen 
auch O,01°/o, gelést in O,9°/oiger Kochsalzlosung. 

Cholesterin wurde in Form von kolloidalen LOsungen ver- 
wandt. Als Priiparat diente ein von Herrn Prof. Windaus 
freundlichst zur Verfiigung gestelltes Cholesterin, das noch 
zweimal aus Athylalkohol umkrystallisiert wurde. 0,5 g davon 
wurden in 100 ecem absolutem Alkohol gelost. 5 cem dieser 
Losung wurden in 500 cem destilliertes Wasser unter kriiftigem 
Umschiitteln schnell eingespritzt, die entstehende Losung sofort 
filtriert und in einer StOpselflasche mehrere Stunden auf 90 
bis 100° erhitazt. Sie ist dann 2—3 Wochen haltbar, ohne 
Austlockung zu zeigen. Reinheit des destillierten Wassers ist 
dafiir eine wichtige Vorbedingung. Zu einigen Versuchsreihen 
wurden auch O,OL° oige Cholesterinl6sungen verwandt. 

Der Cholesteringehalt dieser LOsungen wurde mehrmals 
nachgepriift, indem 100 cem in einem zur Gewichtskonstanz 
vetrockneten Bechergliischen bei 95° eingedampft wurden. Der 
Riickstand betrug O,0050 g (0,0048 g, O,0050 g, O,0051 g). 

Der osmotische Druck dieser alkoholischen kolloidalen 
CholesterinlOsungen ist nun erheblich geringer als der des 
Blutes. Darum und wegen des Alkoholgehaltes sind sie selbst 
hiimolytisch wirksam. Wir haben uns stets durch Kontrollver- 
suche davon tiberzeugt, welche Mengen einer solchen Losung 
ohne Cyclaminzusatz eben eine wahrnehmbare Himolyse unserer 
Blutlosung hervorriefen. Die fiir unsere Versuche angewandten 
Mengen blieben stets weit unter der Hiilfte dieses Wertes. 

Die Versuchsreihen wurden nun folgendermaben angesetzt. 
Die Versuchsrohrchen — zylindrische Réhrehen von ca. 15 cm 
Liinge und 10,0—10,4 mm innerem Durchmesser — wurden 
mit den erforderlichen Cyclamin- und Cholesterinmengen und 
mit so viel Kochsalzlésung beschickt, dafi das Gesamtvolumen 
iiberall 5 ccm betrug. Diese Mischung stand dann mindestens 
drei Stunden im Trockenschrank bei 37°, damit sich das zu 
dieser Temperatur gehérige Reaktionsgleichgewicht des Systems: 
Cyclamin ++ Cholesterin = Cyclamincholesterid vollstandig ein- 
stelle. Gleiche Versuchsreihen, bei denen diese Frist einmal 
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2 Stunden, das andere Mal 24 Stunden betrug. zeigten gleiche 
Resultate. Darauf wurden in jedes ROhrehen 5 cem der gut 
durchgeschtittelten und noch einmal filtrierten Blutlosung mit 
einer Pipette eingespritzt und die Mischung schnell geschiittelt 
Sie stand dann 3 Stunden bei 37°, wieder unter. hiiutigem 
Umschiitteln, darauf tiber Nacht im Eisschrank zum Absitzen. 
Die in der tiberstehenden klaren Lo6sune enthaltene Hiimo- 
elobinmenge wurde kolorimetrisch bestimmt. 


IV. Bestimmung des Hamolysegrades mit dem Kolorimeter 
von Autenrieth und Konigsberger 

Das tbliche Modell des Kolorimeters von Autenrieth 
und Kinigsberger!) gestattet die Bestimmung des Hiimolyse 
grades mit einer groberen Genauigkeit, als fiir unsere Versuche 
erforderlich ist, hat aber den Nachteil, dafy man die zu unter- 
suchende Losung in die Cuvette umfiillen mu: ein schnelles 
Arbeiten, wie es bei hiimolytischen Versuchen zu witinschen 
ist, wird dadurch sehr erschwert. Wir haben den Apparat 
daher etwas abgeiindert: an die Stelle der Cuvette trat) ein 
Halter, in den unser Versuchsréhrehen selbst gesteckt wurde. 
Er lieB sich so verstellen, dal sich bei einem mit 10 cem Blut- 
losung gefiillten ROhrchen der oberste Teil der Fliissigkeitsiule 
unmittelbar vor der Doppelplatte befand. Der Winkel der 
Doppelplatte wurde so gewiihlt, dab die Projektion des mittleren 
RoOhrechens ohne Zwischenraum neben der des Keiles zu sehen 
war. Die Kriimmung des Rohrechens und die damit verbundene 
Ungleichmiibigkeit der Schichtdicke ist dann so gering, dat 
sie vernachliissigt werden kann: das linke Gesichtsfeld erscheint 
ganz gleichmiibig gefiirbt. 7) 

Keil und Skala des Apparates wurden folgendermaben 
geeicht. Eine 10°/cige Blutlbsung wurde mit dem. gleichen 
Volumen einer 0,4 oigen Cyclaminlésung gemischt und aut 

') Miinchner Med. Wochenschr., 1910, S. 998 

2) Ein derartig abgeiindertes Kolorimeter eignet sieh vorziighiel 
Bestimmung des Hiimolysegrades. Fs kann von der Firma Hellige & Co 


Freiburg i. Br... Albertstr.. unter dem Namen Hirmolyse-Kolorimeter be- 


zogen werden, 
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37° erwirmt. Nach wenigen Minuten ist vollstiindige Himolyse 
eingetreten. Von der erhaltenen L6sung wurde ein Teil in den 
Keil gefiillt: ferner wurden je 0,5, 1, 2, 3 usw. cem davon 
in die Versuchsrohrchen gefiillt und mit so viel Wasser ver- 
setzt. dab das gesamte Volumen Utberall 10 ccm betrug. Die 
erhaltenen Hiimoglobinkonzentrationen wurden als 5, 10, 20, 
30 usw. prozentige Hiimolyse bezeichnet und im Kolorimeter 
die dazu gehorigen Skalenwerte ermittelt. Man erhilt aus 
diesen Werten durch einfache Rechnung oder auf graphischem 
Wege eine Formel, nach der sich der Hamolysegrad als lineare 
Funktion des abgelesenen Skalenwertes darstellt, von der Form 
H=as-+b, 

worin H und S Hiimolysegrad und Skalenwert, a und b Kon- 
stanten bedeuten, die bei Verwendung von Rohrchen gleichen 
Durchmessers und desselben Kolorimeters fiir den Keil charak- 
teristisch sind. Zeichnet man die Funktion als gerade Linie 
in Koordinatenpapier ein, so kann man den zu jedem Skalen- 
wert gehorigen Hiimolysegrad ohne weiteres ablesen. 

Die als «100°%/oige Hiimolyse» in den Keil gefiillte Ver- 
eleichsldsung wurde stets mit der Versuchsreihe, fiir deren 
Bestimmung sie dienen sollte, frisch angesetzt. Hémolysiert 
wurde sie mit einem groBen Uberschu$ von Cyclamin.*) Zur 
Bestimmung von Hiimolysegraden unter 20°/o wurde sie mit 
dem vierfachen Volumen Wasser verdtnnt. 

Ein besonderer Vorzug des Kolorimeters besteht darin, 
dali man die Hiimoglobinkonzentration nur im obersten Zenti- 
meter des Versuchsréhrechens mibt, der nach verhiiltnismabig 
kurzer Zeit frei von schwebenden Blutkérperchen ist. Notig 
ist nur, die ROhrehen kurz vor dem Einsetzen in den Eisschrank 
noch einmal umzuschiitteln, damit sich das freie Himoglobin 
im ganzen ROhrehen gleichmiibig verteilt. 


*) Nimmt man statt dessen destilliertes Wasser, das ein paar Tage 
liber pulverisiertem Thymol gestanden hat, so erhalt man eine ziemlich 
haltbare Keilldsung. Wir haben sicherheitshalber davon keinen Gebrauch 
semacht, zumal uns Blutlisung stets in geniigenden Mengen zur Ver- 


fiugung stand. 
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V. Die Versuchsresultate. 

A und B bedeuten die angewandten Cyclamin- und Chole- 
sterinmengen. Die dabei angegebenen Zahlen sind als Kubik- 
zentimeter einer 0,001 °/oigen Cyclaminiésung bezw. einer damit 
iquivalenten ©0,0005°/oigen Cholesterinldsung zu verstehen. 
Wo Losungen anderer Konzentration verwandt wurden, wurden 
sie stets entsprechend umgerechnet. 

H bedeutet den Hamolysegrad in Prozenten. 

a bedeutet «freies Cyclamin» und wurde aus dem Himo- 
lvsegrade und der Vergleichsreihe (durch graphische Interpo- 
lation) bestimmt. 

Unter einer 5°/oigen Blutlésung ist eine solche zu ver- 
stehen, bei der die Konzentration der Erythrocyten den zwan- 
zigsten Teil von derjenigen des normalen defibrinierten Blutes 


betrug. 
a) Hiimolyse durch Cyclamin ohne Cholesterinzusatz. 


Den typischen Verlauf der Abhiingigkeit des Hiimolyse- 
grades von der zugesetzten Cyclaminmenge stellt folgende Ver- 
suchsreihe dar : 


A 0 D 6 7 & 8.5 9 9.5 10) 10,5 
H i) 6 6 7 ia 8 11 15.9 16 19 
A 11 11,5 


i2 125 13 185 145 15 16 = 18 
H 2 3 At OI 62 79 Rb HW) 9S 99 

Die Blutlisung war 10°%/oig, 6 Tage alt; Serum nicht 
entfernt (Abb. 1). 

Bei Verwendung von serumfreien Blutl6sungen bleibt der 
Vorgang im Prinzip derselbe, es geniigen aber geringere Cycla- 
minmengen. Ich habe mehrmals aus ein und derselben Blut- 
probe zwei Losungen hergestellt, von denen die eine von Serum 
befreit war, die andere nicht, um die antihiimolytische Kraft 
des Serums zu messen. Die Resultate sind in der folgenden 
Tabelle zusammengestellt. A gibt an, welche Cyclaminmenge 
erforderlich war, um 50°/oige Himolyse hervorzurufen. T be- 
deutet das Alter der Blutlésung in Tagen. Die durch eine 
Klammer zusammengefabten Lésungen waren gleichzeitig aus 
der gleichen Blutmenge ein und desselben Tieres hergestellt. 
(S. a. Abb. 2.) 











280 E. H. Riesenfeld und H. Lummerzheim, 
































































































































Ao 7? 8 9 © Hh RR Oh & 6 RP BB 2 


Abb. 1. Abhiingigkeit des Hiimolysegrades von der Cyclaminkonzentration. 
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Abb. 2. Die Beeinflussung der Hiimolyse durch das Serum. 
Blutlbsung 20: Serum entfernt. 
Blutlbsung 21: Serum nicht entfernt. 
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Bluthosung A T 
 (eervumhaitie) . . « « © + © ea * 12.5 I 
Be (90TUTGh) «kk ee ee we 8 1s I 
{ aa (serampbaitig) .«. . 2 «© « we 6 3.6 D 
| SP (G0RUINITG]) ooo se Oe ee 1.45 5 
24 (serumhaltig) ....-e«+-e«s«e-s. 4.8 l 
| SS (eeramiret}) 6 6 we ee ee es 1,8 l 


Blutlbsung 16 und 18 waren 10°/oig; 20, 21, 25 und 2% 
waren 3° olg. 

Die Beeinflussung der Hiimolyse durch das Serum ist 
also groben Schwankungen unterwortfen. 


b) Die Beeinflussung der Cyclaminhimolyse durch 
Cholesterinzusatz. 


Die erste hier aufzuftihrende Versuchsreihe wurde ange- 
setzt, um zu zeigen, daS beim Zusammengeben iiquivalenter 
Mengen Cyclamin und Cholesterin in der Tat nur eine Ab- 
schwiichung, nicht eine vollige Aufhebung der Giftwirkung des 
Cyclamins eintritt, und da8 ein Uberschuf von Cholesterin 
eine weitere Herabsetzung der hamolytischen Wirksamkeit zur 
Folge hat, ganz im Sinne der Dissoziationshypothese. 


A 0 3 3 3 3.6 3.6 3.6 4 4 { 
B () Q) 3 6 Q 3.6 fe 0) 4 { 
H 4 100 12 4 100 49 4 L100 Q() 4 


Die verwandte Blutl6sung war 5°/oig, vom Serum befreit, 
3 Tage alt. 

Die CholesterinlOsung enthielt 0,01°/o Cholesterin in 
2°/oigem Alkohol. 

Zur Berechnung der Dissoziationskonstante wurden nun 
eine grObere Anzahl von Versuchen mit verschiedenen Cyela- 
min- und Cholesterinmengen angesetzt. Die Resultate sind 
in den folgenden Tabellen zusammengestellt. Die unter k an- 
gegebenen Zahlen sind nach der Formel 

a (B— A--a) 
A—a 


berechnet. 
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Versuchsreihe 25. 


A B H a k 
(2 0.2 44 1,75 — 0.35) 
2 O04 51 1,6 QO) 
(2 0.8 18 1,45 0,7 ) 
2 1,2 7 1.3 0.9 
2.9 l Db 1.85 I 

2.5 L.6 21 1.5 0.9 
2,0 1,8 15 1.39 0.9 
2,3 2 10 1.35 1 

2.0 i b 1.25 0.95 
; 2 435 1.75 1,05 

3 2 4 28 1.6 1,1 

; 2,8 19 147 1,2 

) 2 10 1,35 1.1 

; 3,2 8 1.3 1,15 


“Mittel: 1,02 


Vergleichsreihe ohne Cholesterin: 
Ai12 18 144 145 46 i7 48 if 32 2,2 
n 28 3 Ld 21 29 38 48 63 84 100 
Die Blutldsung war 5°/oig, 1 Tag alt, vom Serum be- 
freit. Die Cholesterinldsung enthielt 0,01°/o Cholesterin in 
2°/oigem Alkohol. 





Versuchsreihe 27. 


A B H a k 

(2 0,1 R4 1.8 — 0,9) 
(2 0.2 68 74 — 0,4) 
(2 0.4 39 1.6 Q ) 
2 0.6 37 1,58 0,7) 
(2 0.8 27 1,52 3 
2 l 21 1,45 1,2 
(2,2 0.4 80 1.8 0 ) 
(2,2 0.8 47 1,64 (0,7) 
(2.4 0.8 92 1,88 1,0) 
2.4 | Be 52 1,65 1,0 
2.4 1,6 27 1,5 1,2 
6 1,2 90) 1,87 1,2 


Mittel: 1,15 
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Vergleichsreihe ohne Cholesterin: 
a 13 1.3 1.4 15 1.6 1,7 1.8 19 2.0 
H 6 14 Is 30 33 60 R33 5 100 
Blutlbsung 5° cig, 2 Tage alt, Serum entfernt. Cho- 


lesterinlOsung: 0,01°/o Cholesterin in 2°/oigem Al 
Versuchsreihe 7. 
A B H a 
93 2 49 2.06 
2D 2 71 2.26 
a f 95 1.86 
2.4 f 36 1.08 
2.5 { 46 2.06 
26 t 61 2 18 
ae { 65 2.2 
2,8 4 76 2.3 
29 { GQ) 24 
9 6 6 37 1.08 
Mittel: 
Vergleichsreihe ohne Cholesterin. 
A | BS 1.5 1.7 1.8 1,9 2 2.14 22 
H 17 20) 20) 21 31 41 D2 68 7 


kohol, 


k 
Ld 
17 
Ld 
17 
17 
18; 
Ld 
16 
17 
17 


16. 


80) 


Blutlo6sung 10°/oig, 7 Tage alt, Serum nur zum Teil 


7) entfernt. 
Cholesterinlésung : 


Alkohol. 


ca..° 


0,005°/o Cholesterin it 


Versuchsrethe 17. 


A B H a 
Y dD 21 7,2 
9.5 9) 21 4,2 
10.5 5 46 4 
11 ») 5d & 9 
$1.5 5 66 9,3 
lv D 74 9) 
12,5 5 83 9.9 
13 D G2 10.3 


Mittel: 





1 1°/oigem 


10.6 


20* 
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11,5 10 11 6.4 6 
12 10 22 4 8 
12.5 10 34 7,8 8.) 
15 10 48 8.6 11 
13.5 10 61 91 12 
14 10 72 9.5 12 
14.5 10 7) 96 10 
14 10 87 10,1 10.5 


Mittel: 9,8 


Vergleichsreihe ohne Cholesterin: 


A 0 5 5.5 6 6.5 ef 7.9 
H 4D 5 5.) 7.) 12 18 29 
A S R.5 iy) 95 10 10,5 11 
HH 38 52 63 69 83 96 100 





Blutldsung 10°/oig, 1 Tag alt, Serum nicht entfernt. 
Cholesterinlésung : 0,01°/o Cholesterin in 2°/oigem Alkohol. 


Versuchsreihe 18. 


| A B H a k 
; 8S 2 12 6,9 6 
8.5 2 18 1” 40 
y 2 21 Ps 4 
G5 2 0) 8,2 4,9 
10 2 42 8,9 7 
Mittel: 6 
8.5 4 10 6,7 8 
i) 4. 17 7.4 11 
9.5 4 24 7.9 12 
10 4 28 8,1 3] 
10,4 ( 39 8,7 10.5 
Mittel: 10,5 
10 6 17 7,4 10 
10,5 6 21 if +] 
11 6 25 8 8 
11.5 6 41 8,9 11.5 
12 6 41 8,9 8 
12.5 6 56 9,7 1 
) 6 63 10,2 12 


Mittel: 10 
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11 S 19 7.6 10 
11,5 8 22 7.5 4 
12 & +4 R 4 10 
13 S 46 9 1 9,5 


Mittel: 9,5 


Vergleichsreihe ohne Cholesterin: 


A Q 6 6.5 7 7. ba! 8.5 
H 6 7 y 13 19 22 x3 
A Y G5 10 10.5 11 11.5 12 
H 42 D+ 60 67 74 79 SS 


eihe 17. Blutlosung 


nw 


Dieselben Lodsungen wie bei | 
3 Tage alt. 
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Abb. 3. Die Beeinflussung der Himolyse durch Cholesterinzusatz in 
serumhaltiger Blutlosung. (Versuchsreihe 17.) 


I. Cyclaminhaémolyse ohne Cholesterinzusatz (Vergleichsreihe). 


II. Cyclaminhimolyse mit Cholesterinzusatz. B = 5. 
Ill. Cyclaminhimolyse mit Cholesterinzusatz. B = 10. 


VI. Besprechung der Resultate. 


Versuchsreihe 25 liefert fiir k Werte, die man innerhalb 
unserer Versuchsfehler als konstant ansehen darf. Eine Aus- 
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nahme bilden diejenigen Versuche, fiir die b kleiner als 1 
war. Bei ihnen ist k erheblich zu klein; sie verhalten sich 
also so, als sei fiir B ein zu kleiner Wert angesetzt. Da bei 
den iibrigen Versuchen der Wert fiir k mit zunehmendem B 
nicht ansteigt, muf man wohl annehmen, dafi bei Verwendung 
von so kleinen Cholesterinmengen unkontrollierbare Fehler- 
quellen aus der Blutlésung das Resultat beeinflussen. Es waren 
bei diesen Versuchen 0,04 ecm oder weniger der 0,01 °/oigen 
Cholesterinldsungen zugesetzt. — Versuchsreihe 27 mit den 
gleichen Loisungen wie 25 einen Tag spiiter angesetzt, ergab 
im wesentlichen das gleiche Resultat. Das geringe Ansteigen 
von k mit zunehmender Konzentration der Komplexverbindung 
in Reihe 25 berechtigt wohl kaum zu dem Schlusse, dal diese 
selbst hiimolytisch wirkt (s. 5. 274); man beachte, dab in den 
spiiteren Versuchsreihen davon nichts zu merken ist, obwohl 
dort viel gréfere Mengen der Komplexverbindung vorhanden 
waren. 

Die Versuchsreihen 7, 17 und 18 unterscheiden sich von 
den beiden vorhergehenden dadurch, daf} aus den verwandten 
Blutlbsungen das Serum nicht oder nur teilweise entfernt war. 
Wir erhalten dort fiir k Zahlen, die sehr viel grofer sind als 
die aus Keihe 25 und 27 gefundenen. In ein und derselben 
Versuchsreihe stimmen sie aber wieder innerhalb der Ver- 
suchsfehler untereinander iiberein. Der Grund dafiir, daB bei 
Verwendung verschiedener Blutlésung verschiedene Werte fiir 
k erhalten werden, diirfte in der Beeinflussung der Himolyse 
durch das Serum zu suchen sein. 

Es liegt nahe, die Fihigkeit des Serums, antitoxisch 
gegen Cyclaminhiimolyse zu wirken, seinem Gehalt an freiem 
Cholesterin zuzuschreiben. Damit stehen indessen unsere 
Resultate augenscheinlich im Widerspruch. Man mubte unter 
dieser Annahme in der fiir die Berechnung von k dienenden 
Formel den Wert von B um einen konstanten betrag S ver- 
mehren, der der Menge freien Cholesterins in 5 ccm unserer 
Blutlbsung entsprechen wiirde. a diirfte nicht mehr aus der 
Vergleichsreihe entnommen werden, da auch diese jetzt Cho- 
lesterin enthiilt. Indessen lassen sich die Werte fiir a und 5 
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aus dem vorhandenen Material auch ohne Beniitzung der Ver- 
gleichsreihe bestimmen. Man hat nur notig, aus den Ergeb- 
nissen einer Versuchsreihe 3 Wertepaare fiir A und B, also 
etwa A,b,, A,B, und A,b, so zu interpolieren, dali man fir 
jedes den gleichen Hiamolysegrad (also etwa 50°/o0) erhalt. 


Dann besteht die Beziehung 


a 
s [By +-5S \, 
A, a 
a BLS \ 
‘ [b, cr Oa | > il 
A,—a . 
a . 
k ——— 7 (B, oi S—(A = a 
A,—a 


worin k und a stets denselben Wert haben. Durch Umrech- 
nung erhalt man daraus 
bt De A.B, — AB, 

is he — A, 

L—-h -B-~R 

i.—-h  k~k 
B,(A, — a) — B, (A, — a) 

Ae 


2 
Wir haben ein solches Beispiel durchgerechnet. Aus Reihe 1S 
ergeben sich fiir H = 50°%/o die Wertepaare : 


A, 10.5 B, ra 
A. = 142 “_ 
A, = 122 “=. 
A, ca 39 B, os, 


Rechnet man nun § aus, so erhiilt man negative Werte nahe 
bei Null (— 2, — 2,6, — 2,2), wodurch wohl die Hinfiilligkeit 
unserer Voraussetzung genitigend dargelegt ist. Im Serum vor- 
handenes freies Cholesterin kann also nicht als Fehlerquelle 
fiir uns in Frage kommen.') 


‘) Uber die Mengen freien Cholesterins im normalen Serum haben 
wir Angaben in der Literatur nicht finden kénnen. Nach den Arbeiten 
von Dorée, Fraser und Gardner (Proceedings of Royal Soc., Vol. 8&1, 
5S. 110 und 230) erscheint verfiittertes Cholesterin z. T. im Blut wiede1 
und zwar im Serum, dessen antihiimolytische Kraft bedeutend erhoht 


wird. Damit stehen unsere Resultate nicht im Widerspruch, wir miissen 
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Dagegen wiirden unsere Resultate im Einklang mit der 
Annahme stehen, dafi das Serum die Fihigkeit hat, von der 
jeweils vorhandenen Menge freien Cyclamins einen ihr propor- 
tionalen Anteil so zu binden, daf er weder an der Hervor- 
rufung der Hamolyse noch an dem Dissoziationsgleichgewicht 
teilnehmen kann. a midge wieder diejenige Cyclaminmenge 
bedeuten, die nicht vom zugesetzten Cholesterin gebunden 
wird. Von a soll jetzt noch der n-te Teil «freies Cyclamin» 
bleiben, der Rest wird vom Serum gebunden. n wiire dann 
ein Mal fiir die Cyclamin bindende Kraft des Serums. In 
unserem Dissoziationsgleichgewicht ist dann: die Menge des 
«freien» (d. h. weder vom Cholesterin noch vom Serum gebun- 
denen) Cyclamins =-, die Menge des an Cholesterin gebun- 
denen Cyclamins nach wie vor A—a. Die Reaktionsgleichung 
nimmt also die Form an: 


n-k = — (8 —~ (hw gl 
A—a 
Was wir aus der Vergleichsreihe entnehmen, ist nach wie vor a. 
n ist fiir uns nicht direkt bestimmbar. Es ist um so gréfer, je 
mehr Cyclamin das Serum zu binden imstande ist, und hat ftir 
jede Blutl6sung einen anderen Wert (Kap. V a). Wir werden 


also fiir 
: [B (A )] 
A—a 


aber annehmen, dafi der Gehalt des Serums an freiem Cholesterin in den 
fiir unsere Versuche benutzten Blutlésungen so gering ist, daf er fiir uns 
nicht in Betracht kommt, und daB die antihamolytische Fahigkeit des 
normalen Serums in erster Linie auf die Anwesenheit eines anderen 
Stoffes zurtickzufiihren ist. 

Nachtragliche Anmerkung: Nach neueren Versuchen von Ellis und 
Gardner (Proceedings of Royal Soc., Vol. 85, S. 932) wird der normale 
Gehalt an freiem Cholesterin im Kaninchenblut sehr hoch gefunden, 
namlich zu 0,06—0,08 °/o. 











Die hamolytische Wirkung von Cyclamin-Cholesterin-Mischungen. 289 
einen um so groferen Wert erhalten, je gréfer die Cyclamin 
bindende Fiihigkeit des in der verwandten Blutl6sung befind- 
lichen Serums ist. Furr Versuche mit ein und derselben Blut- 
ldsung mui er konstant sein, weil dann n konstant ist. 

Versuchsreihe 25 und 27 waren mit serumfreier Blut- 
losung angesetzt; man kOnnte sagen, dah dann n= 1 ist und 
der fiir k gefundene Wert die wirkliche Dissoziationskonstante 
des Cyclamincholesterids bei 37° darstellt (um ihn auf g-Aqui- 
valente zu beziehen, mute man ihn mit 1,29 10-5 multi- 
plizieren). Er ist nahezu gleich 1; die bei den tibrigen Ver- 
suchsreihen in letzter Vertikalreihe aufgefiihrten Zahlen wiiren 
dann nicht Werte fiir k, sondern fiir n. Man wird wohl aber 
dem absoluten Wert der Konstanten wenig Bedeutung zumessen. ') 
Der Zweck dieser Arbeit war in erster Linie, zu zeigen, dal; 
auch bei der Entgifitung der Saponine durch Cholesterin Gesetz- 
miifigkeiten vorhanden sind, die mit dem Gesetz von Guld- 
berg und Waage im Einklang stehen. 


Zusammenfassung. 


Wenn man iiquivalente Mengen Cyclamin und Cholesterin 
zusammengibt, so erhilt man eine Mischung, in der die himo- 
lytische Wirkung des Cyclamins nur zum Teil aufgehoben ist. 
Ein weiterer Zusatz von Cholesterin bewirkt eine weitere Her- 
absetzung der Giftigkeit. Diese Tatsachen lassen vermuten, dali 
die Cyclamin- Cholesterin-Komplexverbindung in Losung dis- 
sozilert ist. Sieht man die hiaimolytische Wirkung irgend einer 
Cyclamin-Cholesterin-Mischung als ein Maf fiir die vorhandene 
Menge freien Cyclamins an, so kann man die Dissoziations- 
konstante k des Cyclamincholesterids berechnen, vorausgesetzt, 
dai man den Gesamtcyclamingehalt und den Gesamtcholesterin- 
gehalt der Mischung kennt. 


‘) Offenbar ist die Cyclamin bindende Eigenschaft des Serums an 
die Anwesenheit eines Stoffes gebunden; denn sie lift sich ja durch 
Auswaschen herabsetzen. Wir haben aber keine Gewihr dafiir, wie weit 
uns das gelingt, und ob nicht (vielleicht infolge von Adsorption) doch ein 


erheblicher Anteil davon zuriickbleibt. 








290 Riesenfeld u. Lummerzheim, Uber Cyclamin-Cholesterin. 


Man erhilt nach dieser Methode fiir k konstante Werte, 
solange man die Bestimmungen mit ein und derselben Blut- 
l6sung ausftihrt. Dab man bei Verwendung verschiedener Blut- 
l6sungen verschiedene Werte fiir k erhiilt, ist wahrscheinlich 
auf die Anwesenheit des Serums zuriickzufthren. Das Serum 
hat die Fiihigkeit, die hiimolytische Wirkung des Cyclamins 
herabzusetzen, und diese Fiahigkeit ist von Blutldsung zu Blut- 
losung groben Schwankungen unterworfen. 








Uber die Wirkung der Nuclease. 
Von 
P. de la Blanchardiere, Ingénieur-Agronome. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitit Heidelberg.) 
Der Redaktion zugegangen am 8, August 1913.) 


Die Entstehung von Nucleinbasen bei der Autolyse nuclein- 
haltiger Organe ist schon seit langer Zeit auf eine fermentative 
Wirkung bezogen worden. Zum Studium dieser Wirkung hat 
man hauptsiichlich zwei Methoden angewandt; erstens die Selbst- 
verdauung der QOrgane') und zweitens die Einwirkung ver- 


schiedener Organextrakte oder Sekrete unter Umstiinden 
auch die Einwirkung von Bakterienkulturen -—— auf moglichst 


reine Nucleinsubstanzen. Ftir diese Forschungen eignet sich 
besonders die gelatinierende Form der ‘Thymusnucleinsiiure 
(«a-Nucleinsiiure> ). 

Aus diesen Arbeiten hat sich ergeben, dali gewisse 
Organextrakte ein Ferment enthalten, welches imstande ist, 
erstens das a-nucleinsaure Natron zu verfliissigen und zweitens 
diese Substanz weiter abzubauen, so dafi die Purinbasen ent- 
stehen kénnen. 

Uber die Eigenart dieses Ferments hat einige Zeit lang 
Zweifel geherrscht. Araki,?) welcher zuerst die verfliissigende 
Wirkung von Organextrakten und von Trypsin und Erepsin 
auf das a-nucleinsaure Natron untersuchte, schrieb den letzteren 
Fermenten eine mehrfache Wirkung zu, niimlich erstens die 
proteolytische Wirkung, zweitens die verfliissigende Wirkung 
auf a-Nucleinsiiure und drittens die weitergehende Zerlegung 
der letzeren in ihre Bausteine. Gegen diese Auffassung er- 


1) Literatur siehe bei Araki, Diese Zeitschrift, Bd. 88, S. 84 (1905), 
und bei Sachs, ebenda, Bd. 46, S. 337 (1995). 


2) loc. cit. 
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hoben sich aber alsbald Bedenken. Iwanoff!) zeigte, daB das 
Trypsin keine Zersetzung der Nucleinséiure bis zum Auf- 
treten der Phosphorsiiure und der Nucleinbasen hervorruft 
und daf} auch das verfliissigende Ferment mit dem_proteo- 
lytischen Ferment nicht identisch ist. Zu dhnlichen Schlub- 
folgerungen fiihrten auch die Versuche von Plenge,?) welcher 
feststellte, dab gewisse Bakterien nur das a-nucleinsaure Natron, 
aber nicht die Gelatine verfliissigen, wihrend bei anderen die 
proteolytische Wirkung in den Vordergrund tritt. Nakayama*) 
sprach die Ansicht aus, dafB das Trypsin nicht imstande ist, 
eine Zersetzung der Nucleinséiure herbeizufiihren, wohl aber 
das Erepsin. 

Auch Sachs*) gelangte beim Studium des Pankreas- 
extraktes zu dem Ergebnis, dai die Nuclease mit dem proteo- 
lytischen Ferment nicht identisch ist. Er stellte die interessante 
Tatsache fest, dali die Nuclease, welche in solchen Extrakten 
anfangs sehr wirksam ist, ihr VerfliissigungsvermOgen allmah- 
lich verliert, was offenbar auf die Zerst6rung der Nuclease 
durch Trypsin zuriickzufiihren ist. Auch Steudel®) hat die 
Ansicht ausgesprochen, dafi die Nucleinsiure verfltissigende 
Wirkung des Erepsins auf eine Beimengung von Nuclease zu 
beziehen ist. 

Uber die Verbreitung der Nuclease ist zu sagen, daB 
sie in Leber und Milz (Schittenhelm®)), Thymus (Sachs’) 
und Steudel’)), Schilddriise (Juschtschenko®)), Pankreas- 
extrakt (Sachs), Hundepankreassaft (Abderhalden und 
Schittenhelm?%)), Darm (Araki und Nakayama!!)) aufge- 

1) Diese Zeitschrift, Bd. 39, S. 31 (1908). 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 39, S. 190 (1903). 

‘) Diese Zeitschrift, Bd. 41, S. 348 (1904). 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 46, S, 337 (L905). 

*) Abderhaldens Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden, 
Bd. 2, S. 590 (1910). 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 42, S. 251 (1904). 

‘) loe. eit. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 55, S. 407 (1908). 

*) Biochem. Zeitschrift, Bd. 31, S. 377 (1911). 

’) Diese Zeitschrift, Bd. 47, S. 452 (1906). 


't) Joc. cit. 
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funden wurde. Im Pilanzenreich kommt sie in Weizenembryonen 
(Zaleski')), Cortinellus edodes (Kikkoji?)), einigen Schimmel- 
pilzen (Iwanoff*)) und einer groBen Anzahl von Bakterien 
(Plenge,*) Schittenhelm und Schréter®)) vor. 

Der Zweck der vorliegenden Arbeit ist der, mit Hilfe 
neuer Untersuchungsmethoden einige Einzelheiten der ver- 
fliissigenden und zersetzenden Wirkung der Nuclease festzu- 
stellen und die gegenseitigen Beziehungen der Fermente zu 
studieren. 


Uber die Verfliissigung des a-thymusnucleinsauren Natrons. 


A. Methodik. 


GewoOhnlich ist die verfliissigende Wirkung der Nuclease 
in folgender Weise untersucht worden: mit einigen Kubik- 
zentimetern der zu untersuchenden Fliissigkeiten tibergieSt man 
eine Gallerte, die aus einer 4°/oigen LOsung von a-thymus- 
nucleinsaurem Natron besteht. Nach einem bestimmten Auf- 
enthalt in dem Brutschrank beobachtet man die Wirkung des 
Kermentes. Zweckmiihiger erschien es uns, eine weniger kon- 
zentrierte Losung zu benutzen, und die Abnahme der Vis- 
cositaét der Fliissigkeiten zu messen. Eine solche Methode ist 
im hiesigen Laboratorium von Spriggs®) fiir die Untersuchung 
der proteolytischen Wirkung des Pepsins ausgearbeitet worden. 
Eine Vereinfachung seiner Technik ist in einigen Arbeiten der 
biologischen Versuchsanstalt in Wien angegeben worden, nament- 
lich in der Arbeit von Schorr.*) Sie besteht hauptsichlich 
darin, dafi die Viscositiéitsmessungen unter dem gewohnlichen 
Atmosphiirendruck ausgefiihrt wurden. beziglich der kinzel- 
heiten sei auf die Arbeit von Schorr verwiesen. Die Tem- 


sy 


') Ber. d. Deutsch. botan. Ges., Bd. 29, S. 146 (1911). 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 51, 5. 201 (1907). 

3) loc. cit. 

4) Diese Zeitschrift, Bd. 39, S. 190 (1903). 

5) Diese Zeitschrift, Bd. 39, S. 203 (1903). 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 35, S. 465 (1902). 

7) Biochem. Zeitschrift, Bd. 37, S. 424 (1911). Siehe auch: Johanne 
Christiansen, Biochem. Zeitschrift, Bd. 47, 5. 226 (1912). 
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peratur bei den Messungen wurde durch einen Thermostaten 
auf 35° erhalten. Die Sehwankungen waren immer kleiner 
als 0,1°. Ubrigens haben Vorversuche zu dem Ergebnis ge- 
fiihrt, da& Schwankungen von 0,2—0,3°, im Verhaltnis der 
Grofe der Abnahme der Viscositit, ohne Bedeutung sind. 

Bei der oben genannten Temperatur betrug die Durch- 
stromungszeit fiir Wasser 142 Sekunden. 

Ks eignen sich am besten fiir ein solches Viscosimeter 
2°/oige LOsungen von a-thymusnucleinsaurem Natron. Sie bilden 
nimlich eine ziemlich viscése Fliissigkeit, die jedoch, bei gewohn- 
licher Temperatur, ganz fliissig bleibt. Man vermeide zu stark 
viscose Fliissigkeiten anzuwenden, weil in ihnen das Vorhanden- 
sein sehr kleiner, fast unsichtbarer Partikel schwer zu ver- 
meiden ist. Diese geniigen, um Unregelmifigkeiten in den 
Messungen zu erzeugen. 

Das beniitzte Material war reines a-thymusnucleinsaures 
Natron, nach den Vorschriften von Neumann!) dargestellt. 

Wenn nichts Niheres angegeben ist, sind die Versuche 
in folgender Weise ausgefiihrt worden: 

3—d cem der zu untersuchenden Fliissigkeit werden zu 
25 ecm einer 2°/oigen Losung von a-thymusnucleinsaurem 
Natron hinzugesetzt. Das Gemisch wird in einem Brutschrank 
bei 35°, in gut verstopften Flaschen, unter Zusatz von etwas 
Toluol digeriert. Zur Messung der Viscositét entnimmt man 
5 ecm der Fliissigkeit, filtriert sie durch ein trockenes Filter und 
bringt 3 cem in das Viscosimeter. Man wartet 5 Minuten, 
bevor man die Messung macht, damit die Fltissigkeit die Tem- 
peratur des Thermostaten annimmt. 

Es ist zu empfehlen, jedesmal 3 oder 4 Messungen zu 
machen,um sicher zu sein, daB die beobachtete Zahl konstant bleibt. 

Die Vorteile der viscosimetrischen Methode sind folgende: 

1. Es ist modglich, die Reaktion fortlaufend zu verfolgen. 

2. Daman mit einer Fliissigkeit operiert, greift das Ferment 
in allen Teilen gleichmaéBig an, und so verléuft die Reaktion 
viel regelmibiger. 


') Hoppe-Seyler und Thierfelder, Handbuch der physiologisch- 
und pathologisch-chemischen Analyse, 8. Aufl., S. 480. 
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B. Versuche. 


Thymus. 


30 g fein zerhackter Rinderthymus werden mit 40 cem 
Wasser iibergossen und nach halbstiindigem Stehen bei ge- 
wohnlicher Temperatur filtriert. Das Filtrat wird in 2 Kolben, 
A und B, in folgender Weise verteilt: 

25 ccm einer 2°/oigen L6sung a-thymusnucleinsaures Natron 
A ,3eem des oben genannten Extraktes 


Toluol 


q ~ ° / bed * . 
25 cem einer 2°/oigen Losung a-thymusnucleinsaures Natron 
38 cem des oben genannten, 10 Minuten lang in siedendem 














" Wasser erhitzten Extraktes 

Toluol 
Zeit Durchstrémungszeit in Sekunden 

(in Stunden) A (lebend) B (gekocht) 

0 34 | 390 

18 256 390 
66 216 | 403 
114 209 | 400 
138 2008 | 403 
162 202 | 392 
210 199 | a 
258 197 387 





Aus dieser Tabelle geht hervor, dai der Verfliissigungs- 
prozeB, am Anfang sehr stark, sich ailméhlich verringert, ent- 
sprechend einer allgemeinen Eigenschaft der Fermentwirkungen. 


Leber. 


125 g fein zerhackte Leber werden mit 200 ccm Wasser 
lbergossen und im Eisschrank unter Toluol 16 Stunden lang 
stehen gelassen. Der Versuch wurde im itibrigen wie oben 
ausgefiihrt. 
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ae ree Durchstr6mungszeit in Sekunden 
in Stunden A (lebend) 7 | B (gekocht) 7 

0 363 | 373 

20 335 | 380 

At 311 | 380 

68 301 | 380 
116 280) | 378 
260 262 | 380 





Kin zweiter Versuch wurde mit dem gleichen Erfolg aus- 
cefiihrt. 


Glycina hispida. 


Bekanntlich enthalten die Samen von Glycina hispida 
(Soja) eine grobe Anzahl von proteolytischen Fermenten; es 
schien mir daher interessant, auch eine Priifung auf Nuclease 
vorzunehmen. 

3g fein zerriebene Sojasamen werden mit 20 cem Wasser 
ubergossen und bei gewohnlicher Temperatur 1 Stunde digeriert, 
hierauf zentrifugiert und filtriert. Der Versuch wurde im iibrigen 
wie der vorhergehende ausgefthrt mit dem einzigen Unterschied, 
das 4 ecm des Extrakts anstatt 3 angewandt wurden. 








Zeit ip | Durchstrémungszeit in Sekunden _ 
in Stunden A (lebend) | ane | | 2B (gekocht) 
0 324 | 324 
48 269 329 
96 219 324 
336 175 321 








Demnach ist in den Sojasamen ein Ferment vorhanden, 
welches die Fihigkeit besitzt, das a-thymusnucleinsaure Natron 
zu verfliissigen. 


Pankreasextrakt (frisch). 


30 g frischer fein zerhackter Pankreas werden mit 30 ccm 
Wasser tibergossen und bei gewohnlicher Temperatur eine 
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Stunde lang stehen gelassen, im tibrigen wurde der Versuch 
wie oben ausgefiihrt. Von dem Augenblick, wo die Extrakte in 
die Flaschen eingefiillt worden sind, bis an die erste Messung 
sind ungefiihr 6 Minuten verflossen. 








Zeit Durchstrémungszeit in Sekunden 


in Stunden A (lebend) B (gekocht) 





0 189.6 348 
179.8 
170 
167.5 
165.4 
164 | 
162,7 | 
0,30 Min. 161,6 | 
| 


17 154 348 





Der niedrige Wert der ersten Zahl der Reihe A ange- 
sichts der entsprechenden in der Reihe B ist durch die grobe 
Geschwindigkeit der Reaktion bedingt. Man sieht, dafi sie nach 
einer halben Stunde fast fertig ist und da die Viscositiit der 
Fliissigkeit am Ende fast gleich derjenigen des Wassers ist. 

Zweckmiibiger ist es, folgaendermafien zu operieren: man 
gieht direkt 3 ccm der 2°/oigen LOsung von a-thymusnuclein- 
saurem Natron in das Viscosimeter, mift die Viscositiit, setzt 
3 Tropfen des Extrakts hinzu und mifit wieder. So kann man 
die ganze Abnahme der Viscositiit beobachten. 

Fiir den folgenden Versuch wurde das l’ankreasextrakt 
benutzt (36 Stunden lang im Eisschrank aufbewahrt). 














Zeit in Stunden DurchstrOmungszeit in Sekunden 
0 | 341,5 
sie 
| 327 2 
319.8 
_— 
12 155 


Vor dem Zusatz des Fermentes war die DurchstrOmungs- 
zeit 374 Sekunden. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXXXVII 21 
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-ankreassekret (Pulver). 


Da es nicht leicht ist, beliebig Pankreassekret zur Ver- 
fiigung zu haben, haben wir ein mit der Kosselschen Methode!) 
durch Austrocknung in der Kiilte dargestelltes Hundepankreas- 
sekretpulver?) angewandt. Dieses Pulver (vier Monate vor 
den Versuchen dargestellt) l6st sich fast ohne Rtickstand in 
Wasser. Es hat gegen Fibrin eine sehr schwache Wirkung. 

0,15 g Pankreassaftpulver, die 2,5 ccm frischen Pankreas- 
sekrets entsprechen, werden in 5 cem Wasser gelist. In die 
Klaschen, die wie gewoOhnlich vorbereitet worden sind, werden 
je 2,5 ccm dieser LOsung eingebracht und zwar in A die un- 
gekochte, in B die 10 Minuten in siedendem Wasser erhitzte 
Losung. 











Zeit Durchscrémungszeit in Sekunden 
in Stunden A (lebend) - 8B (gekocht) a 
0 251,8 | 327 
225 | 330 
212,3 | 333 
201,6 | 336,2 
196,2 | 
193,7 | 
0,30 Min. 185 | 
182,8 | 
16 153 | 378 





Aus dieser Tabelle geht hervor, dafi das Pankreassekret 
eine sehr starke Verfliissigungsfahigkeit besitzt, was tbrigens 
schon von Abderhalden und Schittenhelm*) erwahnt 
worden ist. 

Die Zunahme der Viscositit bei den Kontrollversuchen 
scheint in den ersten Stunden konstant zu sein (siehe vorige 
Tabellen). Beim Pankreassekret ist sie besonders ausgeprigt. 

') Diese Zeitschrift, Bd. 84, S. 354 (1913). 

*) Das Sekret war durch Sekretinreizung aus einer tempordren 
Pankreasfistel gewonnen. 

°) loe. cit. 
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Wenn die Fliissigkeiten aktiv sind, so scheint diese Zunahme 
von einer stirkeren Abnahme verdeckt zu werden. 


Einwirkung verschiedener Substanzen auf das Verfliissigungsvermogen 
des Pankreassaftes. 


1. Versuch. 


Fiir den ersten Versuch wurden die folgenden Loésungen 
in Reagenzgliisern angesetzt: 

a) 0,075 Pankreassekretpulver (aus 1,25 ccm Pankreas- 
sekret) -+- 2,5 ccm Wasser; 

b) 0,075 Pankreassekretpulver -- 1,3 Wasser -+ 1,2 
Erepsin; 

c) 0,075 Pankreassekretpulver +- 1,3 Wasser + 1,2 
Thymusextrakt (inaktiv); 

d) 0,075 Pankreassekretpulver -|- 1,3 Wasser -} 1,2 
Leberextrakt (aktiv). 

Das Erepsin besafi kein Verfliissigungsvermégen (siehe 
unten); das Thymusextrakt war aus einem Thymuspulver dar- 
gestellt, das am Anfang aktiv, allmahlich aber inaktiv ge- 
worden war. Das Leberextrakt war nach den oben erwihnten 
Vorschriften dargestellt worden. 

Diese Fliissigkeiten blieben 2 Stunden 30 Min. in dem 
Brutschrank bei 35° stehen, sodann wurden sie in die wie 
gewOhnlich vorbereiteten, 25 cem 2°/oiges a-thymusnuclein- 
saures Natron enthaltenden Kolben A, b, ©, D, eingefiillt. 














a erenrs —— ——————— 








Durchstr6mungszeit in Sekunden 
Zeit a Seeman ~Saie ; 
A B | C D 
in Stunden | Pankreas- ,Pankreassekret Pankreassekret Pankreassekret 
sekret | -+ Erepsin | -+ Thymus -+- Leber 
0 331.9 | 297 | 3224 247,5 
; | 
0,20 Min. 310 | 221 | 2406 180,8 
17 228 | 161 | 178 | 159 
65 183 | 155 | 161 159 





Aus dieser Tabelle geht hervor: 
1. Daf beim Digerieren in wiisseriger Lisung die Wirk- 
samkeit des Pankreassekretes gelitten hat. Nach den Sachsschen 


21* 
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Ergebnissen') ist anzunehmen, dafi das Trypsin die Nuclease 
geschidigt hat. 

2. DaB die Nuclease gegen diese zerstOrende Wirkung, 
ungefiihr in derselben Weise, von den verschiedenen hinzu- 
gefiigten aktiven oder inaktiven Eiweiflésungen  geschiitzt 
worden ist. Es liegt nahe, anzunehmen, dai es sich um eine 
Adsorption des Trypsins handelt, wie Hedin?) sie beim Serum- 
albumin und bei der Knochenkohle beobachtet hat. 


2. Versuch (Eieralbumin). 


Das Eierklar eines frischen Eies wird mit der dreifachen 
Menge Wasser versetzt, dann filtriert. Die L6sungen werden 
sodann in folgender Weise vorbereitet: 

A. 0,070 Pankreassekretpulver +- 2,5 ccm Wasser. 

B. 0,070 Pankreassekretpulver --+ 1 ccm Wasser + 
1,5 cem Eieralbumin. 

Die L6sungen bleiben im Brutschrank bei 35° 15 Stunden 
stehen und werden dann in die entsprechenden vorbereiteten 
Kolben eingefiillt. 








Zeit DurchstrOmungszeit in Sekunden a 
in Stunden | A. Pankreassekret  B. Pankreassekret +- Kieralbumin 
0 314 | 316,2 
0,30 Min. 336 303,8 
3 3Dd 266 
20 397 190,8 
63 343 167 











Hier, wo die Wirkung der Warme liinger gedauert hat, 
ist die Nuclease in A. fast vollstiindig zerstért, hingegen ist 
sie in B. gut geschiitzt worden. 


3. Versuch (Knochenkohle). 


Die Versuchsfliissigkeiften waren folgende: 

A. 0,070 Pankreassekretpulver +- 2,5 cem Wasser. 

B. 0,070 Pankreassekretpulver -+- 2,5 ccm Wasser +- 
Knochenkohle. 
4) Sachs, loe. cit., Bd. 52, S. 412 (1907). 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 50, S. 497 (1906/1907); auch: Ergebnisse 
der Physiologie, Bd. 9, S. 432 (1910). 
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Die Lésungen blieben im Brutschrank bei 35° 15 Stunden 
stehen, dann wurde B. filtriert und die beiden Lisungen in 
die entsprechenden Kolben eingefiillt. 








——————————————————————— 
Zeit Durchstr6mungszeit in Sekunden 
in Stunden A. Pankreassekret B. Pankreassekret -+ Kohle 
0 326.8 | 323.5 
0,30 Min. 338, | 271,8 
48 320 | 160 





Ein zweiter Versuch hatte denselben Erfolg. 


4. Versuch (Glycerin). 


Die Versuchsiliissigkeiten waren folgende: 

a. 0,070 Pankreassekretpulver +- 2,5 com Wasser. 

b. 0,070 Pankreassekretpulver -+- 5 ccm Glycerin. 

Die beiden Losungen blieben 18 Stunden in dem Brut- 
schrank stehen, dann wurde b. abgesaugt und a. und b. in 
die entsprechenden Kolben eingefiillt. 





— 
— 














Zeit Durchstrémungszeit in Sekunden 

in Stunden A. Pankreassekret | B. Pankreassekret +- Glycerin 
0 297 | 415 
0,30 Min, 304 | 375 

24 299 | 262 

72 256 | 254 





Von 25% Sekunden an nimmt die Viscositiit in B. nicht 
mehr ab: es ist die eigene Viscositiét des Glycerins. Aus 
diesem Versuch geht hervor: 

1. DaB die Nuclease in Glycerin ldslich ist. 

2. Dafi Glycerin auch die Nuclease gegen Trypsin schiitzt. 

Diese Ergebnisse bestatigen zunachst die von Hedin 
niher untersuchte Erscheinung, dafi das Trypsin von Tierkohle 
und von Kolloiden adsorbiert werden kann. Zugleich zeigen 
sie aber auch den Unterschied in dem Verhalten der Nuclease: 
letztere zeigte unter diesen Versuchsbedingungen keine oder 
eine viel geringere Adsorptionsfihigkeit. 
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Auf Grund dieser Tatsachen hofften wir in dem Pankreas- 
extrakt die Nuclease vom Trypsin trennen zu kOnnen. So sind 
die folgenden Versuche unternommen worden. Dieselben fiihrten 
zwar nicht zur Gewinnung einer trypsinfreien Nuclease aus 
dem Pankreasextrakt, lieferten jedoch in anderer Hinsicht be- 
merkenswerte Ergebnisse. 

1. Versuch. 250 g Pankreas wurden mit Quarzsand 
zerrieben und mit 200 ccm Wasser tibergossen. Die Mischung 
blieb eine Stunde bei gewOhnlicher Temperatur stehen und 
wurde dann koliert. Hierauf wurde sie mit 125 g Knochen- 
kohle versetzt und in den Eisschrank gebracht. 

Nach 15 Stunden wurde eine Probe entnommen und 
filtriert. Ich erhielt eine ganz klare Fliissigkeit, die ein starkes 
VerfliissigungsvermoOgen fiir a-thymusnucleinsaures Natron besaf 
und eine Flocke Fibrin in 3 Stunden aufléste. 

Nach 2% Stunden wurde eine zweite Probe entnommen. 
Dieselbe besaBb ein schwiicheres Verfliissigungsvermoégen fiir 
a-thymusnucleinsaures Natron, liste aber die Fibrinflocke in 
kiirzerer Zeit. 

Nach 48 Stunden war die Wirkung auf a-thymusnuclein- 
saures Natron verschwunden. Die Fliissigkeit lOste aber die 
Kibrinflocke leicht. 

Diese Tatsachen stehen mit den von Sachs?) beobachteten, 
vollig im Einklang. 

2. Versuch. Dieselbe Versuchsanordnung. Da _ nach 
Hedin die Temperatur einen bedeutenden EinfluB auf die Ad- 
sorption des Trypsins austibt, wurde diesmal der mit Knochenkohle 
versetzte Pankreasextrakt 16 Stunden im brutschrank digeriert. 
Das Verfliissigungsvermégen fiir a-nucleinsaures Natron war 
verschwunden, die proteolytische Wirkung hingegen war er- 
halten geblieben. 

3. Versuch. 250 g fein zerhacktes Pankreas wurden mit 
200 ecm Wasser eine Stunde lang digeriert, dann koliert, das 
Extrakt sodann mit 20 ¢ Knochenkohle versetzt. 

Man lieSB 15 Stunden im Eisschrank stehen und filtrierte 
die Fliissigkeit. Dieselbe besab sowohl verfliassigende Wirkung 


1) loc. cit. 
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fiir a-thymusnucleinsaures Natron wie auch Losungsvermogen 
fiir Fibrin. 

Das Filtrat wurde von neuem mit Knochenkohle versetzt 
und 3 Stunden im Brutschrank belassen. Auch jetzt war sowohl 
Verfliissigungsvermoégen fiir a-thymusnucleinsaures Natron wie 
Losungsvermogen fiir Fibrin vorhanden. 

Das Filtrat wurde noch zweimal mit Knochenkohle ver- 
setzt, die Fliissigkeit zuniachst 15 Stunden im Eissechrank, 
sodann 4 Stunden bei Bluttemperatur gehalten. Zum Schlub 
war das Verfliissigungsvermégen fiir a-thymusnucleinsaures 
Natron verschwunden, wiihrend das LOsungsvermogen fiir Tryp- 
sin noch erhalten war. 

Diese Versuche zeigen, du} das Pankreasextrakt sich anders 
verhiilt, wie man nach den Ergebnissen am Pankreassekret 
hatte erwarten kdOnnen. Die nichstliegende Annahme ist wohl 
die, dafi die proteolytischen Fermente des Pankreasgewebes 
nicht in derselben Weise absorbierbar sind, wie die des Sekretes. 
In dieser Hinsicht sind schon friiher Unterschiede festgestellt 
worden, z. b. fand Hedin, daf die B-Protease der Rindermilz durch 
Tierkohle weniger leicht adsorbiert wird, wie die a-Protease.') 
Doch ist es nicht ausgeschlossen, dafi auch die Gegenwart der 
Proteinstoffe hier einen EinfluB ausiibt.?) 


Uber die fermentative Aufspaltung der Nucleinsaure. 
(Zersetzung der Nucleinsiiure). 


Nachdem durch alle bisherigen Beobachtungen festge- 
stellt ist, dafi die Nuclease nicht mit dem ‘Trypsin oder anderen 
proteolytischen Fermenten identifiziert werden kann, erhebt 
sich die Frage, ob es in sich einheitlich ist oder ob es not- 
wendig ist, eine a-Nuclease, welche die a-Nucleinsiiure verfliissigt, 
von einer b-Nuclease, welche die weitere Aufspaltung herbei- 
fiihrt, zu unterscheiden. Gehen beide Wirkungen immer parallel ? 
Diese Fragestellung lag den folgenden Versuchen zugrunde. 


') The Biochemical Journal, Bd. 2, S. 112. 
*) Siehe auch Jahnson-Blohm, Diese Zeitschrift, Bd. 82, S. 178 
(1912). 








5304 P. de la Blanchardiére, 


A. Methodik. 


Um die Zersetzung der Nucleinséure zu verfolgen, be- 
diente ich mich eines Verfahrens, welches darauf beruht, dab 
die Nucleinsiure durch Kupfersalze quantitativ gefallt wird, daB 
hingegen ihre hauptsiichlichen Zersetzungsprodukte (Purin- und 
Pyrimidinbasen) hierbei unter 100° nicht niedergeschlagen 
werden. Fillt man also in einer Flissigkert, welche Nuclein- 
siiure gleichzeitig mit ihren Zersetzungsprodukten enthiilt, die 
Nucleinsiiure als nucleinsaures Kupfer und filtriert, so wird die 
Bestimmung des gesamten Stickstoffs im Filtrat eine Vorstel- 
lung von der Zersetzung der Nucleinsiiure geben. Eine solche 
Methode kann natiirlich nur als eine empirische betrachtet 
werden, weil man, im besten Fall, den Stickstoff nur in einem 
Gemisch bestimmt, und weil aufer den Endprodukten der Zer- 
setzung (Purin und Pyrimidinbasen) noch Zwischenstufen vor- 
handen sein kénnen, tiber deren Verhalten zu Kupfersalzen 
wenig bekannt ist. 

Einige Vorversuche zur Priifung dieses Verfahrens zeigten, 
dai in einem Gemisch von Guanin und nucleinsaurem Natron 
das Guanin nach der Kupferfillung immer quantitativ in das 
Filtrat geht. 

Das bentitzte Material war das a-thymusnucleinsaure 
Natron und daneben, um eine andere Nucleinséure zu prifen, 
das hefenucleinsaure Natron. 

Mit letzterer z. B. sind die Versuche in folgender Weise 
ausgefuhrt worden. 

1 g Hefenucleinsiure (Boehringer und Sodhne) wird in 
einer schwachen Natronlauge gelést. Nachdem man sich von 
der Neutralitit der Fliissigkeit iberzeugt hat, setzt man 5 ccm 
der zu untersuchenden Fliissigkeit hinzu und fillt bis 50 cem 
auf. Man bringt sodann die mit Toluol versetzte Fliissigkeit 
in den Brutsechrank bei 35°. 

Um die Zersetzung festzustellen, entnimmt man 10 ccm, 
siiuert mit Essigsiiure an, fiillt mit Kupfersulfat und erhitzt 
kurze Zeit auf dem Wasserbad. Die Fillung ballt sich zu- 
sammen. Man lift abkiihlen, filtriert ab, wiischt auf dem Filter 
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und bestimmt in dem Filtrat den gesamten Stickstoff nach 
Kjeldahl. 


B. Versuche. 


Thymus (hefenucleinsaures Natron). 


Die Kolben A und B wurden wie oben vorbereitet. A wurde 
mit 5 ccm des nicht erhitzten Thymusextrakts versetzt, B mit 
5 eem des 10 Minuten in kochendem Wasser erhitzten Ex- 
traktes. Das beniitzte Thymusextrakt ist dasselbe, welches 
bei dem oben beschriebenen Verfliissigungsversuch angewandt 
worden war. 


Hefenucleinsaures Natron. 


























~~ geit | Ndurch Kupfer unfillbar| Differenzen 
in Tagen A (lebend) B (gekocht) A B 
0 0,006 | 0,006 ail | i 
5 0.015 =| 0,007 0,009 | 0,001 
8 0,018 | 0,007 0,00t | 0,000 
14 0,023 | 001 0,005 | 0,003 








Unter dem Wort «Differenz» ist fiir jede Probe der 
Unterschied zwischen den Zahlen zweier aufeinander folgender 
Bestimmungen zu verstehen. 

Die Zunahme der Zahlen, auch bei dem gekochten Fer- 
ment, ist wahrscheinlich auf die Gegenwart einer Substanz, 
die das hefenucleinsaure Kupfer lést, zu beziehen. Die An- 
nahme, dafi das Ferment nicht vollstiindig zerstOrt worden ist, 
ist nicht ausgeschlossen, wohl aber sehr unwahrscheinlich, wenn 
man bedenkt, dai die verfliissigende Wirkung vollig verloren 
gegangen ist (siehe oben). 


Leber (hefenucleinsaures Natron). 


Fiir diesen Versuch diente das gleiche Extrakt, welches 
auch bei dem oben beschriebenen Verfliissigungsversuch an- 


gewandt worden war. 
Wenn man das Leberextrakt erhitzt, um das Ferment 


abzutéten, bildet sich ein Koagulum. Dieses wurde durch 
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Dekantation abgetrennt und mit Wasser nachgewaschen. So ist 
die geringere Zahl des Stickstoffs in B, am Anfang, erklirbar. 


Hefenucleinsaures Natron. 

















Beit N durch Kupfer unfallbar Differenzen 
in Tagen A (lebend) B (gekocht) _ A - e 
0 0,008 0,006 — _ 
3 0,017 0,008 0,009 0,002 
7 0,022 0,01 0,005 | 0,002 
17 0.023 0,014 0,001 | 0,004 








Die Zersetzung findet auch hier statt. 


Glycina hispida. 
1. Versuch (hefenucleinsaures Natron). 


Die Extrakte wurden in derselben Weise dargestellt, wie 
fiir die Verfliissigungsversuche. 


Hefenucleinsaures Natron. 











Zeit N durch Kupfer unfiéllbar Differenzen 
in Tagen A (lebend) | B (gekocht) A B 
0 0,006 0,006 —— — 
6 0,015 0,013 0,007 | 0.007 
11 0.016 0,014 0,003 | 0,001 








2. Versuch (hefenucleinsaures Natron). 


Dieselbe Ausfiihrung. 











Zeit N durch Kupfer unféllbar Differenzen 
in Tagen A (lebend) | B (gekocht) A | B 
0 0,004 | 0,006 — | — 
4 0.011 0,012 0,007 | 0,006 . 
s 0.016 0.014 0,008 0,002 
12 0.02 0,016 0,004 | 0,002 








Aus diesen Tabellen geht hervor: 
1. DaB die Zunahme des durch Kupfer nicht fallbaren 
Stickstoffs auch in B sehr stark ist, wie schon oben hervor- 


gehoben ist. 
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2. Daf die Zersetzung nur gering ist, obwohl die ver- 
fliissigende Wirkung von Glycina hispida ziemlich stark ist. 
3. Versuch (a-thymusnucleinsaures Natron). 

Dieselbe Ausfiihrung. Die Hefenucleinsiiure wird durch 
1 g a-thymusnucleinsaures Natron ersetzt. 


a-thymusnucleinsaures Natron. 











Zeit N durch Kupfer unfallbar Differenzen 
in Tagen A (lebend) B (gekocht) A b 
0 0,002 0,002 —- | 
7 0,003 | 0,003 0,001 0,001 
12 0.004 | 0,003 0,001 | 0,000 
21 0,006 | 0,003 0.002 | 0.000 








Es fillt sofort auf, wie gering die Aufspaltung der a-Thymus- 
nucleinsiure, angesichts derjenigen der Hefethymusnucleinsiure 
erscheint. Dies wurde schon von Steudel!) bemerkt: «Die 
Uberfiihrung der Nucleinsiiure», sagt ler niimlich, «laBt sich mit 
Hilfe der Nuclease olfenbar leicht bewerkstelligen, eine giinzliche 
Aufspaltung scheint aber nur schwer zu erreichen zu sein. » 


-ankreasextrakt (a-thymusnucleinsaures Natron). 


Dieselbe Ausfiihrung. In jeder Flasche ist 1 g a-thymus- 
nucleinsaures Natron angewandt worden. 


a-thymusnucleinsaures Natron. 




















Zeit N durch Kupfer unfallbar Differenzen 
in Tagen A (lebend) B (gekocht) A B 
0) 0.003 0.003 — en 
1 0,005 | 0,003 0,002 | 0,000 
5 0.005 | 0,003 0,000 0,000 
11 } 0,007 | 0,004 0,002 0,001 


Es hat in A eine Zersetzung stattgefunden. Um darzutun, 
wie langsam sie verliiuft, sei hier hervorgehoben, dab, wenn 
man fiir die Nucleinsiiure die Steudelsche Formel annimmt, 


') Diese Zeitschrift, Bd. 55, S. 409 (1908). 
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die Menge Stickstoff, die durch Kupfer unfallbar geworden ist, 
nur die 7,9°/o des Gesamtstickstoffs der Nucleinsiure betrigt. 


Pankreassekret (a-thymusnucleinsaures Natron). 


Dieselbe Ausfiihrung. In jeder Flasche ist 1 g a-thymus- 
nucleinsaures Natron nnd 0,075 g Pankreassekretpulver an- 
gewandt worden. 


a-thymusnucleinsaures Natron. 























ae N durch Kupfer unfallbar —_ Differenzen 
in Tagen A (lebend) | B (gekocht) A | B 
0 0,002 0,002 _ | _ 
4 0.015 0,002 0,013 | ~~ 0,000 
6 0,019 0,002 0,004 | 0,000 








Aus dieser Tabelle geht hervor, daf die Menge des durch 
Kupfer nicht fiillbaren Stickstoffs bei der Einwirkung von 
Pankreassekret viel schneller als mit Pankreasextrakt zu- 
nimmt, d. h. dab eine viel stiirkere Zersetzung der Nucleinsadure 
stattfindet. Die Tatsache, daB Abderhalden und Schitten- 
helm,+) nach der Verdauung des a-thymusnucleinsauren Natrons 
mit Pankreassaft, die Purinbasen nicht direkt nachweisen konnten, 
steht mit unseren Beobachtungen nicht in Widerspruch. Es ist 
sehr leicht méglich, daf ein Abbau der Nucleinsiure erfolgt, 
daB dieser aber nicht bis zu der Bildung der Nucleinbasen vor- 
schreitet, sondern bei einer durch Kupfersalz nicht fallbaren 
Zwischenstufe stehen bleibt. Ubrigens haben diese Forscher 
beobachtet, daB die Konstitution der Substanz nach Digestion 
mit Pankreassaft scheinbar geindert worden war. 

Jedenfalls ergibt sich die interessante Tatsache, dah 
Pankreasextrakt und Pankreassekret, die beide eine sehr ener- 
gische verfliissigende Wirkung ausiiben, sich betrefis der Zer- 
setzung ganz verschieden verhalten. Diese Tatsache, und die 
Versuche tiber Glycina hispida zeigen, dai sehr oft die ver- 
(liissigende und die zersetzende Wirkung nicht parallel verlaufen. 


') loc. eit. 
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Schliisse. 


1. Die viscosimetrische Methode eignet sich, um die all- 
mihliche Verfliissigung des a-thymusnucleinsauren Natrons zu 
verfolgen. Es ist so méglich, die Nuclease in den Fliissigkeiten 
nachzuweisen und ihre Energie einigermafien zu bestimmen. 

2. In Ubereinstimmung mit fritheren Beobachtungen wurde 
festgestellt, dab die Nuclease von Leber, Thymus und Pankreas 
fiihig ist, die Verflissigung des a-thymusnucleinsauren Natrons 
herbeizufiihren. In den Samen von Glycina hispida wurde die 
Nuclease nachgewiesen. Im Pankreas ist ihre Wirksamkeit 
besonders grof. 

3. Die Nuclease ist in Glycerin léslich. Sie zeigt, wenigstens 
im Pankreassekret, eine geringere Affinitiit fiir die Kolloide als 
Trypsin. Die Kolloide und die Tierkohle sind somit imstande, 
die Nuclease vor der Trypsinwirkung zu schiitzen. 

4, Obwohl die Hefenucleinséure nicht dieselbe Konstitu- 
tion wie die Thymusnucleinsiiure besitzt, wird sie ebenfalls von 
den Fermenten der Thymus und der Leber abgebaut. 

5). Betreffs der Zersetzung der Nucleinsiiure verhalten 
sich Pankreasextrakt und Pankreassekret ganz verschieden. 

6. Aus vergleichendenVersuchen tiber die verfliissigenden 
und zersetzenden Wirkungen der Nuclease geht hervor, dafi diese 
beiden Wirkungen nicht immer parallel verlaufen. 

Diese Tatsache ist entweder auf zwei verschiedene wirk- 
same Gruppen eines und desselben Fermentmolekiils oder auf 
zwei verschiedene Nucleasen (a- und b-Nuclease) zu beziehen. 

Schlieblich ist es mir eine angenehme Pflicht Herrn 
Professor A. Kossel fiir die Anregung zu diesen Untersuchungen, 
sowie fiir seine vielfiltigen Ratschlige, mit denen er mich dabei 
unterstiitzte, an dieser Stelle meinen herzlichsten Dank aus: 
zusprechen. 





Uber eine neue Indikan-Reaktion. 


Vorlaufige Mitteilung. 


Von 
Adolf Jolles. 





(Aus dem Laboratorium von Dr. M. und Prof. Dr. Ad. Jolles in Wien.) 
(Der Redaktion zugegangen am 12. Aug. 1913.) 





Bekanntlich geben jodidhaltige Harne beim Nachweis des 
Indikans (Indoxylschwefelséure C,H,N -O-SO,OH) nach den 
Methoden von Jaffé (konzentrierte Salzséure und Chlorkalk- 
losung), Obermayer (eisenchloridhaltige, rauchende Salzsaure), 
Salkowski (konzentrierte Salzsiure und Kupfersulfat) statt 
der Blaufiirbung nach dem Ausschiitteln mit Chloroform eine 
von ausgeschiedenem Jod herriihende Violettfirbung. 

Eine ganz ahnliche Reaktion erhéilt man nun auch bei 
jodfreien Harnen, denen zur Konservierung Thymol zuge- 
setzt wurde, jedoch mit dem Unterschiede, da, wéhrend die 
von Jod herriihrende Violettfarbung beim Schiitteln der vom 
Harn abgetrennten Chloroformschicht mit Natriumthiosulfat oder 
verdiinnter Lauge der normalen Indigofiirbung Platz macht, 
die im Falle des thymolhaltigen Harnes violett gefiirbte Chloro- 
formschicht (gentigenden Thymolzusatz vorausgesetzt) bei der 
gleichen Behandlung, ja bereits beim Schiitteln mit Wasser, 
eine braungelbe bis braunrote Farbe annimmt, die bei Behand- 
lung mit konzentrierter Salzsiure wieder in die violette Farbe 
umschliigt. 

Bei Verwendung einer konzentrierten Lauge wird der 
Farbstoff der Chloroformlésung entzogen, die Lauge farbt sich 
griin, und beim Behandeln mit konzentrierter Salzsiure bildet 
sich der violette Farbstoff zuriick, der wieder mit Chloroform 
ausgeschiittelt werden kann. 

Da nun einerseits Thymol ohne Harn die Reaktion nicht 
gibt und anderseits, wie aus den letzterwahnten Beobachtungen 
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hervorgeht, bei den genannten Indikanreaktionen in einem 
gentigend viel Thymol enthaltenden Harne iiberhaupt kein Indigo 
gebildet wird, mufi angenommen werden, dali das Thymol mit 
dem indoxylschwefelsauren Kali resp. mit dem daraus durch 
Salzsiureeinwirkung gebildeten Indoxyl bei gleichzeitiger Ein- 
wirkung eines oxydierenden Agens in stark saurem Medium 
sich zu einer violett gefiirbten, durch Wasser entfiirbten Sub- 
stanz vereinigt, oder mit anderen Worten, dal die bei den 
Indikanproben bei vorherigem Thymolzusatz zum Harne auf- 
tretende Violettfarbung eine neue Indikanreaktion darstellt, die, 
wie hier gleich erwahnt werden soll, ungleich empfindlicher 
ist, als alle bisher in Vorschlag gebrachten Indikanproben. 
Eine Bekriiftigung erfuhr diese meine Auffassung dadurch, dai 
bei Pferdeharn, der bekanntlich, wie itiberhaupt der Harn von 
Pflanzentressern, viel indikanreicher ist, als Menschenharn, die 
neue Reaktion viel intensiver auftritt (die Chloroformschicht 
ist fast undurchsichtig), ferner dadurch, dab ein nachtraglicher, 
d. h. also ein nach Umwandlung von I[ndoxyl in Indigo er- 
folgender Zusatz von Thymol keinen Einflufi mehr hat, und 
schlieBlich dadurch, dafi die wiisserige LOsung eines aus Harn 
dargestellten und gereinigten Indikanpriiparates ebenfalls die 
Probe gibt. Ich versuchte nun den violetten Stoff durch Ab- 
dunsten seiner Chloroformlésung darzustellen und erhielt dabei 
ein bisher nicht krystallisierendes tiefrotes Ol. Das neue Produkt 
ist aufer in Chloroform in Amylalkohol léslich und zwar mit 
roter und in Eisessig mit violetter Farbe. Bei Ersatz des Thymols 
durch p-Xylenol (CH, : CH,: OH = 1:4: 5) resultiert eine 
ganz ahnliche Violettfarbung, auch das o-Xylenol (CH, : CH, : OH 
= 1:2: 4) gibt eine ahnliche Violettfirbung, die aber merk- 
wiirdigerweise sowohl gegen Wasser, als auch gegen Alkalien 
bestiindig ist. 

Ich behalte mir die weitere Verfolgung der Versuche vor 
und hoffe, dai es gelingen wird, die neue Verbindung niéher 
zu charakterisieren und tiberdies, falls durch die Reindarstel- 
lung des fraglichen Stoffes ein Testobjekt zu erhalten sein wird, 
eine neue kolorimetrische Methode zur quantitativen Indikan- 
bestimmung angeben zu kénnen. 
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Fiir qualitative Zwecke wird die neue Indikanprobe in 
Harnen wie folgt durchgefiihrt: 

10 ccm Harn werden mit 2 ccm einer 20°/oigen Blei- 
zuckerlisung versetzt, umgeschiittelt und klar filtriert. Zum 
Filtrate setzt man ! 2 ccm einer 10°/oigen alkoholischen Thymol- 
ld6sung, 10 cem einer eisenchloridhaltigen Salzsiure (Ober- 
mayers Reagens) und 4 ccm Chloroform hinzu, schiittelt das 
Ganze gut durch, worauf bei Anwesenheit selbst der geringsten 
Spuren von Indikan das Chloroform eine schoéne _ violette 
Kiirbung zeigt. 

Beim Ausschiitteln mit Wasser schliagt die Farbe in braun- 
gelb bis rotbraun um und tritt beim Versetzen der Chloro- 
formschicht mit konzentrierter Salzsaure wieder hervor. 

Bekanntlich wird das Thymol als Konservierungsmittel 
hiiufig in geringen Quantititen dem Harn zugesetzt. In solchen 
Fiillen kann es vorkommen, dafi bei Ausfiihrung der bisher 
iiblichen Indikan-Reaktionen das Chloroform eine violette 
Fiirbung zeigt, die beim Schiitteln mit Wasser verschwindet 
und eine durch Indigo bedingte Blaufiirbung des Chloroforms 
ersichtlich macht. 

Diese Erscheinung ist darauf zuriickzufiihren, daf die 
zugesetzte Thymolmenge viel zu gering war, um alle vor- 
handene Indoxylschwefelsiure bei der beschriebenen behand- 
lungsweise in die neue violette Verbindung tiberzufiihren, wobei 
der Uberschuf des Indikans natiirlich Indigo liefert, welches 
nach Entfernung des violetten Farbstoffes in der Chloroform- 
schicht sichtbar wird. 

Aus den mitgeteilten Beobachtungen geht tibrigens hervor, 
daS man bei Ausfiihrung der Indikan-Reaktion nach den bisher 
iiblichen Methoden nicht ohne weiteres berechtigt ist, aus einer 
hierbei auftretenden Violettfiirbung auf Jod-Anwesenheit im 
Harn zu schlieBen, sondern es erscheint notwendig, den Jod- 
Nachweis in bekannter Weise mit Stiirkel6sung durchzufiihren. 








Weitere Untersuchungen iiber die Verdauung und Resorption 
unter normalen und pathologischen Verhdaltnissen. 
Von 
E. S. London, J.S. Tschekunow, N. A. Dobrowolskaja, A. D. Wolkow, 


S. F. Kaplan, P. P. Brjuchanow, R. S. Krym, Z. O. Mitschnik, 
M. R. Gillels, P. T. Brjuchanow and S. F. Kaplan. 


Mit drei Abbildungen im Text. 


(Aus dem pathologischen Laboratorium des K. Institutes fiir experimentelle Medizin 
zu St. Petersburg.) 


Der Redaktion zugegangen am 2. August 1913.) 
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Allgemeine Bemerkungen. 
Von 


E. S. London. 


Die vorliegende Serie von Abhandlungen enthiilt das kurze, 
gedringte Resultat einer langen und minutidsen Reihe von wei- 
teren Untersuchungen tiber das Schicksal der Nahrungsprodukte 
auf ihrem Verlaufe durch den Verdauungskanal sowohl unter 
normalen als auch unter verschiedenen pathologischen Be- 
dingungen. Gleichzeitig wird auch der erste Versuch gemacht, 
einen Einblick in den Anfang der auBerhalb des Darmes ge- 
legenen Bahn der Resorptionsprodukte zu tun, durch Unter- 
suchung des Pfortaderblutes. Durch Kombination des Ver- 
fahrens der Tempordrisolierungsmethode mit dem Anlegen einer 
Venenfistel kann man hoffen, genaue und sichere Befunde 
tiber den Beginn des intermediéren Umsatzes zu erhalten. Im 
weiteren mu die Untersuchung noch komplizierter werden, 
da es denkbar ist, eine Methode der Anlegung einer Gefiil- 
fistel in Polyfistelsystem auszuarbeiten. Diese Methode wiirde 
die Moéglichkeit geben fiir die Untersuchung der physiologischen 
Funktion verschiedener innerer Organe, darunter der Organe 
mit innerer Sekretion. Es ist anzunehmen, daB als Aus- 
fiihrungsgang einer jeden geschlossenen Driise die abgehende 
Vene dient. Indem vermittelst Fisteln das zufiihrende und 
99 
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abfiihrende Gefif der Driise nach aufen abgeleitet wird, 
kOnnte darauf gerechnet werden, néher mit ihrer inneren 
Tiitigkeit bekannt zu werden nicht in den komplizierten und ver- 
wickelten Bedingungen des ganzen Organismus, sondern unter 
den Bedingungen ihrer temporiren Isolierung bei gleichzeitiger 
Erhaltung auch siimtlicher tibrigen normalen Beziehungen. Hier 
wird somit eine Analogie mit der Temporiirisolierungsmethode 
im Gebiete des Verdauungskanals erwartet. 


II. 


Findet eine Resorption 
von Nahrungssubstanzen aus dem Magen statt? 
Von 


J. S. Tschekunow. 


a) Kritische Literaturitibersicht. 


In der Frage tber die Resorption von Nahrungssubstanzen 
aus dem Magen ist eine reichhaltige klinische und experi- 
mentelle Literatur vorhanden. In der klinischen Literatur kann 
keine sichere Antwort auf diese Frage gefunden werden aus 
dem einfachen Grunde, weil die Kliniker bisher keine sichere 
Methode fiir die Klarstellung dieser Frage besitzen und wohl 
kaum jemals sie besitzen werden. Die Experimentatoren, 
welche vollkommen frei iiber ihre Versuchstiere verfiigen, 
haben von vornherein Mafnahmen ergriffen, um vollkommene 
Rechenschaft zu erhalten tiber alles, was in den Magen ein- 
tritt und aus demselben austritt. Die ersten Versuche in dieser 
Richtung wurden jedoch unter Bedingungen angestellt, welche 
von den normalen weit entfernt sind. 

Tappeiner!) experimentierte an einem niichternen leicht 
chloroformierten Hunde mit unterbundenem Pfortner. Der 
Hund bekam durch eine Sonde eine wisserige Peptonlésung 
(10,7 g Substanz). Nach 3 Stunden wurden im Magen nur 
96g der gegebenen Substanz wiedergefunden. 

v. Anrep?) wollte die Versuchsbedingungen der Norm 
niiher riicken und unternahm deshalb Versuche an Magen- 





') Tappeiner, H., Zeitschrift fiir Biologie, 1880, Bd. 16, S. 497. 
*) v. Anrep, Arch. f. Anat. u. Phys., Phys. Abt., 1881, S. 504. 
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fistelhunden. Durch die Fistel wurde in das Duodenum ein 
Gummiballon eingefiihrt, welcher aufgebliht den Magen vom 
Duodenum abschliefen sollte. Von Wittepepton wurden in 
1 Stunde 40 Minuten nur ca. 77°/o—66°/o zuriickgewonnen. 

In éihnlicher Weise verfuhr Brandl.!) Auch in seinen Ver- 
suchen wurden bis 87°/o aus dem eingefiihrten Griiblerschen 
Pepton nach 2 Stunden zuriickgewonnen. 

Die Arbeit von Tappeiner kann ein Interesse blof als 
erste in diesem Gebiet beanspruchen; denn es ist klar, dab 
das Chloroformieren des Hundes im Verlaufe von 3 Stunden, 
die Freilegung des Magens, die Unterbindung des Pylorus, 
das Einfiihren von Fliissigkeit durch eine Sonde in den Magen, 
das Offenstehenlassen der Cardia, das Schlieben der Bauch- 
héhle und das Nichtverfolgen der vor sich gehenden Prozesse, 
Bedingungen schafft, die keinerlei einigermafien genaue Ke- 
sultate ergeben kénnen, geeignet die Erscheinungen zu kliren, 
die im Magen bei der normalen EiweiBverdauung vor sich gehen. 

v. Anrep und Brandl] sahen die Unvollkommenheit einer 
derartigen physiologischen Methodik ein. Sie wandten sich deshalb 
zu Fistelhunden, denen die zu untersuchenden Substanzen auf 
natiirlichem Wege eingefiihrt wurden — darin besteht das 
Verdienst dieser Forscher. Die Versuchsanordnung ist aber 
eine unzuverlissige. Wird ein Ballon durch die Magentfistel 
in das Duodenum eingefiihrt und die Fistel geschlossen, so 
ist es natiirlich die Frage, wie gro die Sicherheit ist, dah 
erstens der dem Magen hinzugefiigte Duodenumabschnitt nicht 
die Magentiitigkeit maskiert, und ein Teil der Flissigkeit nicht 
an dem Ballon vorbeigepreft wird? Aus den Versuchen von 
L. F. Mazejewski?) ist es bekannt, mit welcher Leichtigkeit 
dieses tatsiichlich erfolgt. v. Mering*) sah offenbar die Un- 
zulanglichkeit dieses Verfahrens des Experimentierens ein und 
iinderte die Versuchsanordnung. Er untersuchte die Ausschei- 
dung aus der Duodenumfistel selbst, um zu bestimmen, welches 
Los die in den Magen eingefiihrte Substanz erleidet. Dieses war 


') Brandl, Zeitschrift f. Biol., 1892, Bd. 11, N. F., 5. 277. 
2) Diese Zeitschrift, Bd. 81, 5. 387. 
3) vy. Mering, Therapeut. Monatsh., 1893, S. 201. 
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zweifellos ein Schritt vorwarts, jedoch ein vom Ziel noch weit 
entfernter Schritt. Denn in der Tat: Das Duodenum resorbiert 
unzweifelhaft einen Teil der Verdauungsprodukte des Eiweifes; 
das Duodenum ist ferner breit, und wird in ihm eine kleine 
Kaniile eingefiihrt, so wird ein Teil des Chymus leicht an 
der Fistel vorbeigleiten, besonders wenn sie allzu seitwiarts 
angelegt ist. Es fehlt hier somit die Garantie, dafi aus der 
Fistel nur Magenexkret ausgeschieden wird und zwar das 
ganze Exkret. 

Aus dem Mitgeteilten ist es eigentlich bereits klar, wohin 
das Experiment zuniichst gerichtet werden mubte. Ungeachtet 
dessen haben sich einige Forscher wieder der Methodik von 
Tapeiner zugewandt, wobei sie dieselbe aber insoweit ge- 
iindert haben, dafi sie mit der Ausgangsodffnung auch die Ein- 
gangsOffnung unterbinden. 

E. Zunz') unterband unter Athernarkose laparotomierten 
Hunden den Magen am Ein- und Ausgang und fiihrte in den- 
selben durch eine in das Lumen des Pfoértners eingebundene 
Gummisonde (mittels Gummistopfen) 400—500 ccm einer Albu- 
mosenlésung ein. Nach einiger Zeit wurde der Hund rasch 
durch Chloroform get6tet und die im Magen verbliebene Fliissig- 
keit mit der nétigen Vorsicht aufgefangen. In allerletzter Zeit 
haben die Methode von Zunz, Folin und Lyman?) ange- 
wandt. Sowohl der erstere als auch die letzteren zogen aus 
ihren Versuchen den Schluf, daB aus einer Lésung von Albu- 
mosen und Peptonen der Magen einen Teil resorbiert. 

Im Jahre 1905 erschien die Arbeit von L. Tobler,*) in 
der Befunde tiber das endgiiltige Resultat der Fleischverdauung 
im Magen mitgeteilt werden, welche im schroffen Gegensatz 
zu den bis dahin geltenden Ansichten standen. Es _ bestand 
die Meinung, dai die EiweiBsubstanzen im Magen hauptsach- 
lich bis zu den Albumosen verdaut werden; Tobler lehrte 
jedoch, daB die Verdauung hier fast durchweg (80°/o) bis zu 





') KE. Zunz, Hofmeisters Beitraige, 1903, Bd. 3, S. 339. 

2) Folin und Lyman, The journal of biological chemistry, 1912, 
V. 12. p. 259. 

5) L. Tobler, Diese Zeitschrift, 1905, Bd. 45, S. 185. 
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den Peptonen erfolgt. Ferner bestand die Meinung, daB die 
im Magen vor sich gehende Resorption von Eiweifisubstanzen 
keinen bedeutenden Grad erreicht; Tobler behauptet jedoch, 
da die Resorption hier bis 33°/o erreicht. 

Diese Behauptungen Toblers sind jedoch nicht richtig 
und werden durch die unvollkommene, von ihm angewandte 
Methodik erkliirt. Es ist allbekannt, wie rapid die Peptoni- 
sierung von Albumosen unter dem Einflu{ eines Gemisches 
von Pankreassaft und Darmsaft erfolgt. Da die Fistel, aus 
welcher Tobler den Mageninhalt gewann, seiner Mitteilung 
nach, in einer Entfernung von 6—7 ccm unterhalb des Pylorus 
lag, so unterlag teilweise die Magenausscheidung, bevor sie 
nach aufen gelangte, im Anfangsteil des Duodenums der Ein- 
wirkung der Duodenalsekrete, die natiirlich das Resultat der 
Magenverdauung iinderte. Hinsichtlich seiner Angaben iiber 
den Grad der Resorption im Magen sind aufer des Defektes 
der Methode, d. h. einer vom Magenausgang allzu entfernten 
Fistel, noch zwei Ursachen vorhanden, die die Kesultate 
Toblers nicht annehmbar machen. Der Duodenumsabschnitt, 
hinsichtlich dessen Resorptionsfahigkeit kein Zweifel vorhanden 
ist, maskierte jedenfalls die Magentatigkeit. Diese Griinde sind 
nun: die Enge der Duodenalkanile (14—16 mm) und der 
Mangel einer strengen Kontrolle iiber eine vollstiindige Magen- 
entleerung. Die Kaniile gibt nur in dem Falle einen quanti- 
tativen Austritt des Duodenalchymus, wenn sie das Lumen 
vollkommen kreuzt. Eine derartig feine Kaniile ist es natiir- 
lich nicht imstande zu tun und 1laft einen Teil des Chymus 
unbehindert durch, besonders wenn sie allzu weit von der 
Mittellinie eingefiihrt ist. Eine derartige Kaniile liegt beim 
Stehen des Hundes im Gestell allzu horizontal, infolgedessen 
der Chymus bereits seiner Schwere nach sich lings der unteren 
Darmwand senkt, ohne in die Offnung der Kaniile zu ge- 
langen. In den Versuchen Toblers, die er ohne Einftihrung 
eines Ballons in den distalen Abschnitt des Duodenums ange- 
stellt hat, ist ein Teil an der Fistel vorbeigeglitten und unbe- 
hindert weiter in den Darm gelangt; in den Versuchen mit dem 
Ballon konnte der Chymus an dem letzteren zuriickgehalten 
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werden und eine weitere Verdauung bezw. Resorption er- 
folgen, oder aber der Chymus glitt am Ballon vorbei, was 
natiirlich ohne Kontrolle schwer zu beurteilen ist. Tobler 
hatte 2 Hunde: der eine hatte aufer einer Duodenalfistel noch 
eine Magenfistel, der andere war ohne letztere. Bei ersterem 
wurde der Zustand des Magens durch die Magenfistel bestimmt, 
aus welcher der Rest des Inhaltes entfernt wurde; beim zweiten 
wurde dieses einfach durch Sptilung des Magens vermittelst 
einer Sonde ausgefiihrt. Es kénnte scheinen, als ware die voll- 
stiindige Erlangung des Mageninhaltes eine durchaus leichte 
Manipulation. ‘Tatséichlich ist sie jedoch durchaus nicht ein- 
fach. Tobler macht zu diesem Zweck eine Ausspiilung mit 
Wasser. In der Spiilfliissigkeit erwies sich das eine Mal 0,086 g 
Stickstoff, das andere Mal 0,161 g. Das bedeutet jedoch, dab 
der Magen die Evakuation nicht zu Ende durchgefiihrt hat, 
aufberdem ist eine einzige Spiilung hiéufig ungentigend — es 
ist eine Kontrolluntersuchung der Schleimhaut mit dem Finger 
erforderlich, vermittelst dessen si&mtliche Reste nach aufen 
bef6rdert werden. Die Spiilung durch die Sonde fiihrt iiber- 
haupt nicht zum Ziele. Das Wasser entfernt iberhaupt schwer 
die kleinen Klumpen von der Magenschleimhaut. In den Ver- 
suchen Toblers, in denen zur Magenentleerung die Sonde 
angewandt wurde, erwies sich in der Tat weniger Stickstoff 
als beim Spiilen durch die Magenfistel. 

Bald nach der Arbeit Toblers erschien die Arbeit von 
Lang,!) bei welchem die Methodik nur in einer Hinsicht 
scheinbar etwas besser ist als diejenige von Tobler, und 
zwar bei seinem Hunde die Sekretion aus der ersten Papille 
ausgeschlossen, hinsichtlich der Ausscheidung aus der zweiten 
Papille, die in derartigen Fillen das Sekret auch fiir die erste 
ausscheidet, berichtet aber Lang nicht. In jeder anderen Hinsicht 
ist die Methodik eine noch weniger geeignete als bei Tobler. 
Ungeachtet dessen, daf seine Hunde an Groéfe betriichtlich die 
Hunde Toblers iibertrafen (19 und 31,6 kg gegen 7—8 kg), 
war die Fistel bei ihnen noch kleiner (12—13 mm _ Durch- 


') Lang, Uber Eiweifverdauung und Eiweifresorption im Magen 
des Hundes. Bioch. Zeitschr., 1206, Bd. 2, S. 225. 
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messer gegen 14—16 mm); die Fistel war desgleichen in 
einiger Entfernung vom Pylorus (3 cm) angelegt. Eine Magen- 
fistel hatten die Hunde von Lang nicht, und die Kontrolle 
einer vollstandigen Evakuation wurde vermittelst der Sonde 
ausgefiihrt. Die Auswahl der Versuchskost war von Lang 
auch ungeeignet bei den gegebenen Bedingungen und zwar 
Fibrin. Im Magen quillt dieses und klebt dermaBen fest den 
Falten an, dali selbst mit dem Finger es sich schwer ablésen 
laft. Wie schwierig es ist, die Fibrinreste aus dem Magen aus- 
zuspllen, davon konnte Lang sich selber itiberzeugen an einem 
Hunde mit isoliertem Magen, bei welchem 8 Liter Salzlésung 
zur Anwendung kamen; wo bleibt hierbei die Garantie, daf 
das neunte und zehnte Liter nicht noch Mageninhalt entfernt 
hatten? Das reine Aussehen der letzten Spiilung hat diese 
Garantie nicht gegeben. Kurz, sowohl bei Tobler als_ bei 
Lang sind dermafien zahlreiche Fehlerquellen vorhanden, dab 
von vornherein ein Nichtiibereinstimmen der Resultate sowohl 
hinsichtlich des Spaltungsgrades des Eiweifes als auch der 
Resorption der Spaltungsprodukte erwartet werden mubte. In 
den Versuchen Toblers enthielt der Mageninhalt 80°/o ge- 
loster Produkte in Gestalt von Peptonen, bei Lang nicht mehr 
als 20°/o (ungerechnet der Restk6érper). Bei Tobler erreichte 
die Resorption 33°/o, bei Lang nicht mehr als 15°/o, obgleich 
letzterer Fibrin benutzte, das viel leichter der Einwirkung des 
Magensaftes unterliegt. 

Wie dem auch sei, sémtliche angefiihrten Forscher fanden 
ohne Ausnahme, dafi der Magen die Eiweifiverdauungsprodukte 
resorbiert. Neben diesen Untersuchungen ist jedoch eine Reihe 
von Untersuchungen von E.S. London und seinen Mitarbeitern 
vorhanden, in denen aus einer Transpylorusfistel, unmittelbar 
hinter dem Pylorus angelegt bei einem Schutz des Magen- 
exkretes vor einem Zuflu$ von nicht aus dem Magen stam- 
menden Sekreten, bei einer normalen Magenevakuation durch 
Einfiihrung einer sauren peptischen Flissigkeit in den Darm, 
in ausnahmslos simtlichen Fallen bei ausnahmslos siémtlichen 
Hunden mehr Stickstoff erhalten wurde, als es dem Hunde mit 
der Nahrung eingegeben war. Aus diesen Arbeiten kann der 
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SchluB gezogen werden, daf das Experiment die Annahme 
einer resorbierenden Tatigkeit des Magens wahrend des nor- 
malen Verlaufes der Verdauung nicht bestatigt. In sémt- 
lichen bisher von diesen Autoren angestellten Versuchen selbst 
der vollkommensten Garantie einer vollen Sicherheit der Resul- 
tate bleiben dennoch Wiinsche eines Besseren nach. 

In der Literatur stehen sich somit experimentelle Ver- 
suchsreihen gegeniiber mit vollkommen widersprechenden Ant- 
worten auf die Frage iiber die Resorption von Nahrungs- 
produkten aus dem Magen. 

In der Literatur sind noch zwei Mitteilungen von 
Salaskin!) und Scheunert?) vorhanden, in welchen beide 
Autoren auf Grund von kritisch-theoretischen Erwiigungen sich 
zugunsten einer resorbierenden Funktion des Magens aus- 
sprechen. Diese Arbeiten stehen jedoch vereinzelt da und 
haben keine entscheidende Bedeutung, da auferhalb der 
direkten Experimente an einem Tier mit einer geeigneten 
transpylorischen Fistel kein Mittel vorhanden ist, eine der- 
artige Frage klarzustellen. Die Frage steht zur Zeit derart, 
daf} nur Versuche, die mit simtlichen Garantien absolut sicherer 
Resultate angestellt sind, die Widerspriiche beseitigen kénnen. 

Die Garantien miissen folgende sein: 

1. in den Magen darf von auBen nichts aufer den Ver- 
suchssubstanzen per os oder per fistulam gelangen; 2. es mu 
der ganze Mageninhalt erhalten werden; 3. zum Magenexkret 
darf sich nichts anderes beimischen und 4. von dem Magen- 
exkret darf nichts verloren gehen. 

Die ersten zwei Bedingungen werden garantiert durch 
eine Untersuchung des Magens vermittelst einer Magenfistel 
vor der Fiitterung des Tieres und nach dem Schluf des Ver- 


suchs. Aufer einer transpylorischen Fistel mu somit beim- 


Tiere eine Magenfistel angelegt werden, die zur Kontrolle 
jedesmal vor und nach dem Versuche gedffnet werden muf. 
fiir die Garantie der Reinheit des Magenexkretes muf dafiir 
Sorge getragen werden, dafi die erste Papille nichts aus- 


') S. Salaskin, Diese Zeitschrift, Bd. 51, H. 2. 
*) Scheunert, Diese Zeitschrift, Bd. 51, H. 6. 
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scheidet, da sonst die Sifte derselben (Galle und Pankreas- 
saft) sich leicht dem Magenexkrete beimengen. Eine zwei- 
kammerige Kaniile kann freilich bereits die automatische 
| Abfiihrung des Sekretes aus der ersten Papille nach aufen 
garantieren, doch ist diese Garantie selten eine dauernde; es 
bedarf einer grofen Erfahrung, um dieser MafSinahme in aus- 
reichendem Mafe sich bedienen zu kénnen. Am besten und 
am sichersten ist es, die Ausscheidung aus der ersten Papille 


Tabelle I. 


Verfiitterung von Eiweifstoffen. 

















Num- a Dauer| __ Stickstoff °/o-Gehalt Amido-N 
mer | Sdure- | Magen- | des Magen- — 
les | der rei ioe: oe [ot eee 
— | Ver- gehalt " be a | léslichen | des Ge- 
Ver- | Nahrung em | scheidung | N-Sub- ie ‘ 
suches sucnes N/t0 g g g stanzen | samt-: 
| 200g Pferdefleisch 4230’) 642 | 6,69 | 6,93 0,24 54 | 17 
II 200 > > bh 33’ 661 | 603 | 6,19 -0,16) 57 | 4 
Il (200 » > 5h 20’; 5388 | 611 | 637 [+026 52 | 16 
. (100 > » P | = ape ee | 
| or . a: 5h 10’; 5 ; A +- 0,18) 2 2 
IV 95 Gliadin 5h 10 592 | 6,80 6 8 [+018 7 | 1 
} | ; ; 
ry 100 » Rindfleisch r} 4 | nou 2 ROD | ~ “es ‘ »| -( | ‘ 
\ | 25 - Gliadin on 17 | VvO+ 6,62 | 7,00 I 0.38 D9 | 13 
100 » Pferdefleisch | | | 
‘AES sh 03’ | 57 77 | 7,04 [4-0,27| if 8 
VI | 25 > Gliadin | 6 03 | 71 6,77 | 7,04 - (),27 69 1 
Vi | do. 6h05’| 502 | 6,76 | 7,06 ][+0,30 63 11 
| 
VII 200 g Rindfleisch 6520’, 769 | 614 | 632 |4+018 79 16 








Tabelle II. 


Finftthrung von Dextrose. 





Nummer Dauer Menge des 
des der eingefiihrten ausgeschiedenen Differenz 
Versuches | Ausscheidung Zuckers in g g 
| I 1h 25 6.5 6,5 0 
II jh — 6,4 6,4 0 
Ill fh — 6,4 | 6,3 — 0,1 
IV — 50! 6,3 6,2 — 0,1 
V — 50’ 6.4 6,4 0 
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vollkommen auszuschalten. Zu diesem Zwecke geniigt es, den 
ersten Pankreasausfiihrungsgang und den Ductus choledochus 
zwischen zwei Ligaturen zu durchschneiden und eine Anasto- 
mose der Gallenblase anzulegen. Es ist auch médglich, die 
ganze Papille ins Jejunum zu transplantieren, doch erfordert 
eine derartige Operation grofe operative Erfahrung. Fiir eine 
Garantie der vollstiindigen Magenexkretion mufi die zwei- 
kammerige Kanile im Anfangsteil des Dundenum unmittelbar 
hinter dem Pylorus angelegt und der Ballon diesseits der 
zweiten Papille angebracht werden — in diesem Falle kann 
das Pankreassekret direkt in den Darm tibergehen. 


b) Eigene Versuche. 


Der Hund, an dem wir die Frage nach der Resorption 
im Magen einer erneuten Kontrollprifung unterwarfen, ent- 
sprach siimtlichen hier dargelegten Anforderungen. Der Hund 
hat eine Magenfistel und eine zweikammerige Fistel hinter 
dem Pylorus; der erste Pankreasausfiihrungsgang war durch- 
schnitten, die Gallenblase anastomosiert mit dem Jejunum, 
unterhalb dieser Anastomose war zwecks Vermeidung einer 
Cholecystitis infotge Eindringen von Chymus in die Gallenblase 
eine Enteroenteroanastomose zur Abfiihrung des Chymus an- 
gelegt worden. Der Ballon wurde wiihrend des Vesuches proxi- 
mal von der zweiten Papille angelegt. In das Duodenum wurde 
wiihrend des Versuches periodisch eine saure peptische Fliissig- 
keit (verdautes Fleisch) injiziert. 

In drei Versuchsserien wurde dem Hund eingefiihrt: 

1. Fein gemahlenes Fleisch allein oder mit Gliadin per 
os; 2. eine Glykoselésung durch die Magenfistel und 3. eine 
Kochsalzlisung ebenfalls durch die Magenfistel. 

Die Versuche wurden folgendermafen angestellt. Die 
Magenfistel wurde gedffnet und mit dem Zeigefinger der 
ganze Magen untersucht. Da der Hund vor dem Versuche 
24% Stunden gehungert hatte, so erwies sich der Magen stets 
leer. Nur in wenigen Fallen wurde bei Eréffnung der Fistel 
aus derselben eine geringe Menge Magensaft mit Schleim aus- 
geschieden. Stand ein Versuch mit Fleisch bevor, so wurde 
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die Fistel sofort geschlossen; bei Versuchen mit Glykose und 
Salzen wurde in dieselben ein mit einer Glaskanille versehener 
Pfropfen eingefiihrt; auf die Kaniile war das Ende eines Gummi- 
rohres aufgezogen, dessen anderes Ende mit einem ‘Trichter 
versehen war; an der Glaskantile wurde das Rohr durch einen 
Quetschhahn geschlossen. Alsdann wurde die transpylorische 
zweikammerige Fistel gedffnet, durch deren distalen Abschnitt 
in das Duodenum ein Ballonapparat eingefiihrt wurde, mit den 
gewOhnlichen 3 KoOhren: eines zum Aufblasen des Ballons, 
der zweite zur Injektion einer sauren peptischen Fliissigkeit in 
den Darm, die nebenbei bemerkt durch Methylenblau  gefiirbt 
war. Der Ballon wurde miihig aufgeblasen; nach 2—3  vor- 
liiufigen Versuchen gewOhnte sich der Hund an diese Manipu- 
lation, so dafi er nicht mehr mit einer VerzOgerung der Magen- 
exkretion reagierte. Der Ballon war dermalien angebracht, 
daf er sich sofort hinter dem Rande der Kaniile oberhalb der 
2. Papille ausbreitete, was einen ungehinderten Ausflub des 
Pankreassekretes in den Darm ermoglichte. Wird die Injektion 
langsam ausgefiilirt, so gentigt ein mabiges Aufblasen des Ballons, 
um den Riickflufi der injizierten Fliissigkeit zu verhindern. Die 
Scheidewand der Kaniile gibt eine absolute Garantie daftir, dab 
der Mageninhalt nicht an der Fistel vorbeifliebt und dab um- 
gekehrt zum Magenexkret etwas anderes beigemischt wird. Be- 
sonders anschaulich tritt dieses Verhalten bei den Versuchen 
mit Glykose oder Salzlosungen zutage. In diesen Fallen wurde 
wie immer die Injektionsfliissigkeit blau gefiirbt, die Magen- 
losungen vermittelst Eosin rot. — Der erste Versuch mit 200g 
Fleisch zeigte, dali 4'/2 Stunden ungeniigend sind fiir eine voll- 
stiindige Entleerung bei diesem Hunde. Infolgedessen wurde 
in den folgenden Versuchen die Dauer des Aufsammelns des 
Exkretes auf 51.2—6 Stunden ausgedehnt. Nach Verlauf die- 
ser Zeit wurde die Magentfistel erdffnet, mit dem Finger wurden 
die ganz unbedeutenden Reste des Inhaltes entfernt, worauf noch 
eine griindliche Spiilung des Magens bei Fingerkontrolle folgte. Die 
ganze erhaltene Menge wurde auf Lakmoid vermittelst normaler 
Natronlaugelésung titriert, dann mit Essigsiiure schwach an- 
gesaduert und auf dem Wasserbade bis zum Trockenriickstand 
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eingedampft. Da das Fleisch seinem Bestande nach eine nicht 
vollkommen homogene Masse darstellt, uns jedoch daran ge- 
legen war, mOglichst genaue Befunde zu erhalten, so verfuhren 
wir folgendermafben: Auf einer Apothekerwage wurden zwei 
Porzelanschalen tariert. In die eine wurde ein entsprechendes 
Gewicht gelegt, in die andere bis zum Gleichgewicht das ent- 
sprechende Nahrungsmaterial (Fleisch, Gliadin). Darauf wurde 
aus der ersten Schale das Gewicht entfernt und dasselbe 
Nahrungsmaterial bis zum Gleichgewicht aufgelegt. Das Kontroll- 
material wurde gleich dem Magenexkret bis zum Trockenriickstand 
eingedampft. Das getrocknete Material wurde zu einem feinen 
Pulver verrieben, viel in Gewichtsportionen von 0,5—0,8¢g ge- 
nommen und der Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt. Gleich- 
artige Analysen gaben nahe Resultate (bis 0,1 °/o). 

Zwecks Erhaltung léslicher Substanzen fiir eine Bestim- 
mung in denselben des Gesamtstickstoffs und des Amidostick- 
stoffs nach Sérensen wurden bestimmte Gewichtsportionen 
mehrfach mit heifem Wasser extrahiert. Beim Trocknen ging 
natiirlich ein Teil der léslichen Produkte in einen unldslichen 
Zustand iiber, so dafi die den Verdauungsgrad angebenden 
Zahlen (bis auf 79°/o) in einem gewissen Mafe kleiner sind. 
Tatsiichlich wurde somit die Speise in dem Magen in noch 
groberem Mabe verdaut. 

In den Versuchen mit Glykose und Mineralsalzen wurde 
folgendermaben verfahren: Die auf einer gewOdhnlichen Wage 
abgewogenen Substanzen wurden genau in einem Liter Wasser 
gelist, welches vermittelst eines Kolbens von 1/2 Liter in zwei 
Hilften geteilt wurde. Eine Hialfte diente als Kontrolle, die 
andere fiir den Versuch. Die Enteiweifung wurde vermittelst 
Kaolin ausgefiihrt. Die Analysen wurden wieder mehrfach 
wiederholt und ergaben iibereinstimmende Resultate. Zwecks 
groBerer Genauigkeit untersuchten wir stets das Kontroll- und 
Versuchsmaterial unter vollkommen gleichen Bedingungen (hin- 
sichtlich der Verdiinnungen und dergl.). Der Zucker wurde nach 
Bertrand bestimmt, die Salze durch Veraschen und Aufwiegen. 

Fiir Salze verfiigen wir noch tiber wenige Versuche, in- 
folge dessen wir dieselben vorlaufig nicht verdffentlichen. 
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Die Versuche wurden nicht hiufiger als 1—2 mal woi- 
chentlich angestellt. Der Hund hat auch gegenwiartig, 8 Mo- 
nate nach der Operation ein ausgezeichnetes Aussehen und 
weist keinerlei Abweichungen von der Norm auf. 

Die Tabellen sprechen selber fiir sich und gestatten fol- 
genden Schluf zu ziehen. Unter normalen Bedingungen, 
wenigstens unter experimentellen Bedingungen, die 
der Norm moglichst nahe kommen, verlibt die Gly- 
kose den Magen in derselben Menge, in der sie in ihn 
gelangt ist, die EiweiBsubstanzen verlassen ihn je- 
doch mit einem Uberschuf an Stickstoff. Ein gleicher 
Eindruck wird auch von den Mineralsalzen erhalten. Nie- 
mals haben wir das Defizit der Nahrungskomponente 
gefunden, die den Magen passiert haben, von dem 
andere Forscher berichten. 

Die Eiweifstoffe werden im Magen nicht tief 
gespalten (Amid-N = 11—18°/o). 

In der allernichsten Zeit steht eine Wiederholung aller 
dieser Versuche unter denselben Garantiebedingungen an einem 
anderen Hunde bevor. Auger dem Stickstoff werden auch 
noch diejenigen Aminosauren, die eine quantitative Analyse 
zulassen, bestimmt werden, um etwa niher an die Schitzung 
des iiberfliissigen Stickstoffes heranzutreten. 


Hil. 


Zur Kenntnis der Resorptionsprodukte des EiweifBes. 
Von 


N. A. Dobrowolskaja. 


In einer vorhergehenden Mitteilung!) haben wir ein Ver- 
fahren vorgeschlagen zur Erhaltung von Blut aus der Pfortader 
unter normalen Verhiiltnissen. Wir hatten das Verfahren nur in 
allgemeinen Ziigen geschildert, da wir einsahen, dab es, ob- 
gleich es oft zum Ziel fiihrt, dennoch weiter vervollkommnet 
werden mul. In der Weise, wie es zunachst von uns ange- 





E. S. London und N. A. Dobrowolskaja, Zur Chemie des 
Pfortaderblutes. Diese Zeitschrift, Bd. 82, S. 415. 
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wandt wurde, weist es zwei Mingel auf. Erstens bewirkte 
der in die Vene eingefiihrte erweiterte Teil der Glaskaniile, ob- 
gleich er vorher mit Paraffin tiberzogen war, fast stets die 
sildung eines Gerinnsels, das die Offnung der Réhre verschloB. 
Zur Erlangung von Blut mute daher zuniichst durch einen 
Strahl physiologischer Kochsalzlisung entfernt werden. Das er- 
haltene Blut war dadurch jedoch in unbestimmbarer Weise ver- 
diinnt, wodurch einige quantitativen Bestimmungen litten. Bis- 
weilen nahm die Gerinnung des Pfortaderblutes eine zu grobe 
Ausdehnung an, so dali sogar eine vollstiandige Obliteration 
des Gefiibes eintrat. Dieser Defekt der Methode konnte jedoch 
leicht durch folgendes Verfahren beseitigt werden. Wiahrend 
der Operation wurde ein Stiick der linken Vena jugularis ausge- 
schnitten und mit der Intima nach aufen durch eine Ligatur auf 
das Ende der Glaskaniile, welche in die Vena portae eingefiihrt 
wurde, aufgebunden. Dieses Verfahren gibt eine absolute Ga- 
rantie fiir eine Nichtgerinnung des Blutes an der Kaniile. — 

Der zweite Mangel bestand darin, dai die Kaniile hiufig 
friiher herausfiel, als der Hund zum Versuch ausgenutzt werden 
konnte. Bei den Autopsien stellte es sich heraus, dai der 
Grund des Herausfallens in einer Durchschneidung der Venen- 
miindung durch die Biegungsstelle der Kaniile ist. Da die Durch- 
schneidung langsam erfolgt und die Vene ringsum von dem 
angeniihten und verwachsenen Netze umgeben ist, so geht sie 
ohne Blutung vor sich, und der Hund bleibt am Leben. Von 
diesem Gesichtspunkt aus mul die Operation der Anlegung einer 
Pfortaderfistel als vollkommen ungefiahrlich anerkannt werden. 
Die Durchschneidung ist nattirlich die Folge des Druckes des er- 
weiterten Teils der Kaniile auf die Venenwand, die, wie bekannt, 
bei Hunden sehr diinn ist. Hieraus ergibt es sich, das zur Ver- 


hiitung der Durchschneidung auf zweierlei Umstinde geachtet 


werden muB: erstens daf der Rand der erweiterten Teile der Glas- 
kaniile mOglichst stumpf sei, und zweitens da auf die Kaniile 
der am wenigsten diinne Teil der Vene befestigt sei, zu welchem 
Zweck die Kaniile nicht in das Ende der duferst dinnwandigen 
und engen Vena lienalis eingefiihrt werden muf, sondern in die 
Miindung der Pfortader selber, wo auch mehr Raum und die 
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Wand doch dicker ist. Hierbei macht sich jedoch eine andere 
Gefahr geltend: der Kopf der Kaniile kann das Lumen der Vene 
verschliefen. Zur Verhiitung dieser Gefahr muf} die Vene selber 
vermittelst einer Aneurysmanadel aus dem umgebenden Gewebe 
losgel6st werden, wodurch sie fiir den Blutstrom nachgiebiger 
wird, ferner beim Einnihen in die Bauchwand die Kaniile nach 
oben, d. h. zur Bauchwand angezogen werden: damit jedoch 
hierbei der Kopf nicht aus der Vene ausfiillt, miissen beide 
Faden, die an den Rand des Gummirohrs fixiert sind, mit den 
entsprechenden Ligaturenfaden der Vene verkniipft werden und 
zwar: die dorsale mit der der Ligatur der Vena lienalis, die 
ventrale mit der Ligatur der Vena portae. SchlieBlich mub 
zur Erlangung einer groferen Freiheit und Beweglichkeit der 
Pfortader die Vena lienalis, natiirlich zwischen zwei Ligaturen, 
durchschnitten werden. 

Selbstredend ist dieses noch nicht die endgiiltige Form 
der Operationsmethode. Wie giinstig sich die Verhiiltnisse auch 
gestalten mdgen, so ist es doch schwer, auf eine dauernde 
Erhaltung des Status quo zu rechnen. Das Endschicksal einer 
Pfortaderfistel ist ein Herausfallen, was gewOhnlich am 10. bis 
12. Tage erfolgt. Der spiiteste Termin der Erhaltung von Blut 
ist vorliufig der 6. Tag nach der Operation (Tabelle, Versuch 
Nr. 3). Damit die Kaniile fester sitzt, ist es erforderlich, ein 
Mittel zur Verstiirkung der Venenwand zu finden. Auch dieses 
wird offenbar gefunden werden und zwar in der Oberschenkel- 
fascie desselben Individuums. Dahingerichtete Versuche sind 
zurzeit im Gange. 

Die erste Frage, die wir uns bemiihten, vermittelst der 
Venenfistel klarzustellen, war die Frage nach der Kiweibresorp- 
tion aus dem Darme. In dieser Frage ist, wie bekannt, bereits 
eine grofe Literatur vorhanden, und ungeachtet dessen sind 
wir noch nicht imstande, dieselbe mit absoluter Sicherheit zu 
beantworten. Im Darme, selbst in den untersten Abschnitten 
desselben, wo der VerdauungsprozeB fast vollkommen aufhért 
und fast ausschlieflich der Resorptionsprozei erfolgt, enthiilt 
der Chymus, neben relativ geringen Mengen freier Aminosiuren, 
sehr viele mehr oder weniger komplizierte Aminosiiureverbin- 
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dungen, so dai bei einer Bestimmung nach dem Verfahren 
von Henriques und Sorensen stets 25—30°/o in peptid- 
artiger Bindung erhalten wird. In den héher gelegenen Darm- 
abschnitten werden noch gréfere Zahlen erhalten. Anderseits 
ist es jedoch bekannt, daB durch eine von komplizierten Amino- 
siureverbindungen vollkommen freie Nahrung nicht nur das 
Stickstoffgleichgewicht einiger Organismen erhalten werden 
kann, sondern sogar eine Stickstoffersparnis (E. Abderhalden 
samt Mitarbeiter). Ein Urteil tiber die Form der Resorption 
des Eiweifes kann nach dem Bestande des Chymus nicht ge- 
wonnen werden, da in demselben nachgewiesen wird, was 
einer Resorption noch nicht unterworfen war. Aus den schénen 
Fiitterungsversuchen von Abderhalden mit Aminosduren kann 
wiederum selbstredend nicht auf normaleVerhiiltnisse geschlossen 
werden, da eine Moglichkeit in Ausnahmefiallen noch weit entfernt 
ist von einer physiologischen Tatsichlichkeit. Es bleibt somit nur 
brig, das zu bestimmen, was wahrend des normalen Ver- 
dauungsprozesses in das Pfortaderblut gelangt. Die Pfort- 
aderfistel gibt die Méglichkeit, diese Aufgabe zu verwirklichen. 
Es ist nur die Frage, wie die Untersuchung gefiihrt werden 
soll. Hier muf mit mehreren Umstinden gerechnet werden. 
Erstens ist das Pfortaderblut das allgemeine Blut, welches im 
Verlaufe des Verdauungsprozesses aus dem Darme in jedem 
gegebenen Momente verhiltnismabig unbedeutende Mengen von 
Resorptionsprodukten entzieht. Die Untersuchung des Pfort- 
aderblutes kann somit nur Bedeutung haben im Vergleich mit 
dem Blutbestande des iibrigen Kreislaufs. Zweitens bewirkt 
das zur Untersuchung erhaltene Blut durch seinen Austritt aus 
dem Blutstrom eine gewisse Verdnderung des restierenden 
Blutes infolge von Zuflu8 zu demselben von Gewebssiften. 
Hieraus folgt jedoch, daB es vorzuziehen war, wenigstens im 
Beginn, sich auf méglichst geringe Blutentnahmen zu beschranken. 
Drittens schieBlich muf beachtet werden, da’ der Resorptions- 
prozeB durchaus nicht mit gleichmafiger Konstanz im Verlaufe 
des ganzen Verdauungsprozesses erfolgt. Daraus folgt jedoch, 
dai bei dem zu untersuchenden Hunde eine Darmfistel am 
besten im Jejunum angelegt sein muf fiir eine Orientierung 
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in der Intensitiét der Darmprozesse, und dafi das Blut in den 
Momenten entnommen werden muf, wenn der Chymus gréfere 
Mengen von Verdauungsprodukten enthiilt. — Zur Verstiirkung 
des Resorptionsprozesses ist es auferdem von Nutzen, den 
einem anderen oder demselben Hunde aus der Fistel in griéBeren 
Mengen entnommenen Chymus wihrend des Verlaufes des Ver- 
dauungsprozesses in den Darm zu injizieren und darauf nach 
kurzen Zeitintervallen Probeportionen des Blutes zu ent- 
nehmen. 

Die Schwierigkeit einer genauen Klarstellung der vorliegen- 
den Frage liegt darin, da{ eine unmittelbare Bestimmung der 
Verdauungsprodukte, deren Vorhandensein im Blute angenommen 
werden k6nnte, unter den gegebenen Bedingungen nur in dem 
Falle méglich ware, wenn uns ein gentigend reichliches Material 
zur Verfiigung stande. In dieser Richtung haben wir einige 
Mafnahmen getroffen (zusammen mit Prof. M. D. Jljin). Sémt- 
liche symptomatische Methoden kénnen uns nur ganz allgemeine 
Hinweise geben. Abgesehen von einigen qualitativen Reaktionen 
wie die Biuretreaktion oder die Ninhydrinreaktion, welche blof 
einen Hinweis auf die Anwesenheit oder Abwesenheit einer 
gewissen Art von Produkten geben, mu an die erste Stelle 
natiirlich die Formolmethode von Soérensen gesetzt werden 
oder diejenige von van Slyke. Der erste Forscher in diesem 
Gebiet hat sich auch der Formolmethode bedient. Der erste 
Forscher war namentlich H. Delaunay.'!) Er fand im Jahre 
1910, dai wihrend der Verdauung bei Hunden, die der Narkose 
unterworfen waren, in den verschiedenen Stellen des BlutgefiB- 
systems verschiedene Mengen von Amidstickstoff enthalten sind, 
und zwar im Blute der Aorta 9,9 mg Amid-N auf 100 ccm; 
im Blute der V. cava 5,5 mg und im Blute der V. portae 
mehr als 21 mg. Zwei Jahre darauf stellten Folin und Denis, ?) 





1) H. Delaunay, Contribution 4 l’étude du rdle des acides aminés 
dans l’organisme animal. Thése de Bordeaux, 1910. Referat in «Les 
archives des maladies de l'appareil digestif, 1911, Vol. 5, p. 218. 

2) Otto Folin and W. Denis, Protein-metabolism from the stand- 
point of blood and tissue analysis. The journal of biol. Chem., 1912, 
Vol. 11, p. 87. 
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van Slyke und Meyer’) gleichfalls an narkotisierten Tieren 
Untersuchungen in derselben Richtung an, der erstere an 
Katzen, der zweite an Hunden. Der erste fiihrte unmittelbar 
in den Darm die Produkte einer andauernden autolytischen 
Verdauung des Pankreas sowie natiirliches Eiereiweifi ein, der 
zweite Fleisch per os; der erste bestimmte sowohl im peri- 
pheren Blute als auch im Pfortaderblut den Reststickstoff nach 
Entfernung der Eiweifstoffe, der zweite desgleichen im peri- 
pheren Blute und im Blute der Arteria mesenterica den Amid-N 
vermittelst des bekannten Apparates eigener Erfindung. Im 
allgemeinen stellten beide Forscher ein Ansteigen des gesuchten 
Stickstoffes fest. 

Wir haben bisher 7 Versuche an 6 Hunden angestellt. 
Die Details dieser Versuche sind in der nebenstehenden Tabelle 
angefiihrt, wobei die die Resultate der Versuche charakteri- 
sierenden Hauptzahlen in den zwei letzten Kolumnen gegeben 
sind. Die Zahlen ergeben folgendes: wird einem Hunde 
durch eine Darmfistel in den Darm (Versuch Nr. VI) 
200 cem einer 5°%/oigen L6sung von Alanin eingefihrt, 
so wird bereits recht bald (nach 5 Min.) ein vermehr- 
ter Gehalt an Amidstickstoff im Blute der V. jugularis 
konstatiert; derselbe erreicht sein Maximum nach einer 
1/4 Stunde und hilt im Verlaufe von zwei Stunden an. Eine 
Probe mit Ninhydrin zeigte, daB, wahrend das vor der Alanin- 
einfiihrung entnommene Blut keine Fairbung gab, das nach der 
Einfiihrung dieser Substanz entnommene Blut ein positives im 
Verlaufe der ganzen Beobachtungszeit ansteigendes Resultat 
ergab. Der Versuch Nr. 1 zeigt, dafB der Gehalt an Amidstick- 
stoff im Verhialtnis zum Stickstoff der NichteiweiBsubstanzen 
des Pfortaderblutes in der Verdauungsperiode scharf anstieg. 
Ein weniger scharfes, jedoch ein gleiches Resultat erwies sich 
im Versuch Nr. 2. Aus dem Versuch Nr. 3 ist es ersichtlich, 
dai das Ansteigen des Amidstickstoffes im Pfortaderblute 
wiihrend der Verdauung dermafen bedeutend sein kann, daB 
er selbst ohne Entfernung des Eiweifes bei einer Titration 


*) van Slyke and G. M. Meyer, The animo-acid Nitrogen of the 
blood, ibid., 1912, Vol. 12, p. 399. 
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einer relativ geringen Menge Blutserum (5 ccm) nachgewiesen 
werden kann, infolgedessen der Einfachheit wegen in den 
folgenden Versuchen nur dieses Verfahren angewandt wurde. 

Hierbei wurde in siimtlichen weiteren Versuchen auBer 
dem Pfortaderblute auch noch das Blut aus der Vena jugularis 
auf den Gehalt des Amid- und Gesamtstickstoffs untersucht. Die 





Fig. 3. 
Glaspfropfen. 





Fig. 1. Fig. 2. 
Glaskanile. Gefafikaniile. 
a — Rand. a — Glaskaniile. 
b — Gummischlauch. 


Die 3 Abbildungen sind aus «<E. S. London, Physiologische und patho- 
logische Chymologie» (Leipzig, Akademische Verlagsgesellschaft m. b. H.) 
entnommen. 


genaue Betrachtung saémtlicher Zahlen der angefiihrten Versuche 


zeigt es vollkommen deutlich, daB wiihrend der Verdauung 
der Gehalt des Amidstickstoffs sowohl in dem Pfort- 
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aderblute als auch in dem peripheren Blute ansteigt, 
im allgemeinen jedoch imersteren mehr als im zweiten. 
Diezweite auffallende Tatsache ist das ungleichmibige 
und inkonstante Ansteigen des Amidstickstoffs. 

Es sind natiirlich noch zahlreiche Untersuchungen in dieser 
Richtung erforderlich, bevor es gelingen wird, die hier unzweifel- 
haft vorhandenen regelmifigen Wechselbeziehungen in Abhin- 
gigkeit von der Intensitaét der Prozesse im Darme festzustellen. 
Zuniichst jedoch k6énnen die vorgestellten Befunde zur Festi- 
gung der Ansicht dienen, daB aus dem Darm in das Pfortader- 
blut amidstickstoffhaltige Produkte eintreten, die zum Teil von 
der Leber zurtickgehalten werden, zum Teil jedoch in den allge- 
meinen Blutstrom gelangen. 

In einigen Versuchen (dem 1. und 2.) trockneten wir auBer 
einer Bestimmung des Stickstoffs einen Teil des Blutfiltrates 
nach dem Enteiweifien und wogen die auf ein konstantes Ge- 
wicht gebrachte Substanz. In allen diesen Fiillen gab das sozu- 
sagen satte Blut einen gréberen Gehalt an Trockenriickstand, 
z. B. 0,0604 g (in 2 ccm Blutfiltrat) als das hungrige Blut (0,0276). 

 Weiterhin ist es von Interesse, dab die Biuretreaktion 
in keinem der untersuchten Falle (nach dem Enteiweifen 
oder dem Durchlassen von 2 ccm Blut durch den Dialysator) 
ein einigermafen positives Resultat ergab. Die Proben 
mit Ninhydrin ergaben Resultate, die mit denjenigen der For- 
moltitration tibereinstimmten. 

Einige Male stellten wir eines oder das andere Serum in den 
Thermostaten mit Darmsaft zur Bestimmung von Eiweifderivaten 
von komplizierterer Zusammensetzung, wobei in einigen Fallen 
ein positives Resultat erhalten wurde; in Beriicksichtigung der 
Ungleichartigkeit dieser Resultate halten wir es dennoch fiir 
zweckmabig, zunachst mit bestimmten Schliissen zurtickzuhalten. 

Wie kann nun das Anwachsen des Amidstickstoffes ge- 
deutet werden? Hier sind zwei Deutungen mdglich: entweder 
wird das Anwachsen bedingt durch die aus dem Chymus resor- 
bierten Eiweibverdauungsprodukte, oder aber die Eiweifsub- 
stanzen des Blutplasmas erlangen wihrend der Resorption 
einen anderen Bestand, wobei auch einige amidstickstoffhaltige 
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einfachere Substanzen aus dem Darmlumen eintreten. Im ersten 
Falle sind wiederum zwei Moglichkeiten gegeben: entweder 
gelangen aus dem Chymus nur die duBersten Spaltungspro- 
dukte der Eiweife, d. h. Aminoséuren, oder auch komplizier- 
tere Aminosiurenkomplexe, wobei diese mdéglicherweise noch 
dermafen kompliziert sind, daf der Darmsaft sie spalten kann. 
Dariiber miissen weitere verschiedenartig angestellte Versuche 
an Hunden mit Darm- und GefaBfisteln Auskunft geben. 


IV. 


Untersuchungen tiber den Gehalt von Amidstickstoff im peripheren 
Blute waihrend der Verdauung. 


Von 


A. D. Wolkow. 


In der vorhergehenden Mitteilung ist unter anderem ge- 
zeigt worden, dai wihrend der Verdauung das periphere Blut 
sich hinsichtlich des Gehaltes an Amidstickstoff bereichert, 
wobei darauf hingewiesen wurde, daf irgend welche bestimmte 
Regelmiibigkeit in dieser Steigerung nicht wahrgenommen wird. 
Streng genommen ist es auch schwer, in dieser Hinsicht be- 
stimmte Resultate zu erwarten in Anbetracht der relativ ge- 
ringen Menge des Ausgangsmaterials, mit dem man sich in 
jenen Versuchen begniigen muBte. Ist es nimlich erforderlich 
bei einem Hunde, der unlingst eine nicht leichte Operation 
iiberstanden hat, aus zwei Stellen zu je 3—4 mal Blut zu 
entnehmen, so ist das Bestreben, in der Befiirchtung unniitze 
Komplikationen durch den Akt der Blutentnahme, selbst zu 
setzen, sich mit mdglichst geringen Blutentnahmen zu_be- 
gniigen, vollkommen natiirlich. Uns erschien es darum zweck- 
entsprechend, eine Reihe von Versuchen bei vollkommen ner- 
malen Hunden mit einer Darmfistel, oder auch ohne solche 
und bei Hunden mit verschiedenen Magendarmdefekten anzu- 
stellen, wobei grofe Hunde (20—25 kg Gewicht) ausgewahlt 
wurden, fiir die somit eine Entnahme von 70—80 cem Blut in 
Zeitintervallen von mehreren Stunden bedeutungslos sind. 
Daf diese Blutentnahmen an sich keine nennenswerten Ver- 
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anderungen im Gehalt des Amidstickstoffs bewirken, hatten 
wir uns durch einen Spezialversuch tiberzeugt. 

Die Versuche bestanden darin, daf bei Hunden die Vena 
jugularis freigelegt wurde, aus derselben wurden 70—80 cem 
Blut entnommen und dasselbe sofort zentrifugiert. Vom Serum 
wurden 25 ccm zur Bestimmung des Amidstickstoffes benutzt 
und mitunter 5 ccm zur Bestimmung des Bruttostickstoffs. 
Hiernach erhielt der Hund reichliche Nahrung aus Fleisch und 
Casein; nach gewissen Zeitintervallen wurde darauf die gleiche 


Portion Blut fiir die gleichen Analysen entnommen. 
ee 
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Zunachst wollten wir vermittelst der Kontrollversuche 
folgende 2 Punkte feststellen: Erstens inwieweit das Ver- 


fahren der Bestimmung des Amidstickstoffs im Serum als 
empfindlich gehalten werden kann fiir das Auffinden eines Zu- 
flusses in ihm von Substanzen, die eine formoltitrierbare Amido- 
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gruppe enthalten. Wir stellten zu dem Zwecke eine schwache 
(0,1°/o) Alaninlésung her, von der wir paarweise aufsteigende 
Mengen, von 1 ccm angefangen, nahmen; die eine Reihe dieser 
Portionen verteilten wir in Kélbchen, die 5 cem Wasser ent- 
hielten, die anderen Parallelportionen in eine zweite Reihe 
von Koélbchen, die je 5 ccm Serum enthielten. Nachdem durch 
Hinzufiigen von destilliertem Wasser die Mengen gleichgemacht 
worden waren (bis auf 20 ccm), wurden dieselben der Titration 
unterworfen. Das Formolverfahren selber gibt einen Fehler im 
Bereiche von 0,1 ccm. Es erwies sich, dafi angefangen von 
der Alaninmenge, welche fiir die quantitative Bestimmung 
mehr als 0,1 ccm bedarf (2 ccm), in samtlichen Proben ge- 
naue Angaben fiir den Alaningehalt erhalten wurden; mit an- 
deren Worten das Serum hindert jenseits der Genauigkeits- 
grenze der Analyse (0,1 cem "/s) durchaus nicht eine genaue 
Feststellung des in ihm angestiegenen Amidstickstoffs, we- 
nigstens so weit als dieser Stickstoff einem derartigen Eiweif- 
derivat wie des Alanin angehiért. Die Methode muf somit 
als zuverliissig angesehen werden. In Beriicksichtigung des 
unvermeidlichen Fehlers des Verfahrens selbst, der durch 
0,1 cem ®/s-Lésung mefbbar ist, ist es, wie der Versuch ge- 
zeigt hat, erforderlich, derartige Serummengen zu nehmen, bei 
welchen diese GréSe ihre Bedeutung verliert. Als eine der- 
artige Serummenge erwiesen sich 25 ccm. 

Der andere Punkt betrifft die Frage iiber die Genauig- 
keit der absoluten Zahlen, die durch die Titration des Serums 
in Abhingigkeit von seiner Neutralisation gegeben werden. 
Entsprechend den Angaben des Autors der Formelmethode 
mu niimlich die Fliissigkeit von der Titration auf Lackmus 
neutralisiert werden. Wird das Serum vor und nach der 
Neutralisation titriert, so wird im letzteren Falle eine grofere. 
Amidstickstoffzahl erhalten als im ersten, sodafi zwecks Er- 
haltung genauer absoluter Zahlen das Serum zuniichst neu- 
tralisiert werden mu. In unserem Falle haben jedoch nicht 
die absoluten, sondern die relativen Zahlen eine Bedeutung. 
In Beriicksichtigung der Konstanz der Alkalescenz des Blutes 
innerhalb der Versuchszeit kann man auch ohne vorhergehende 
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Neutralisation des Serums auskommen. In unseren Versuchen 
wurde wenigstens das gleiche Endresultat erhalten unabhiingig 
davon, ob das Serum vorhker neutralisiert worden war oder nicht; 
es muB jedoch gesagt werden, daB die Neutralisation des Serums 
auf Lackmus ein recht langweiliges Verfahren ist, wobei eine 
grobe Genauigkeit zu erzielen nicht leicht ist. 

In séimtlichen Versuchen fiitterten wir die Hunde in ge- 
wohnlicher Weise per os und nur in einem Falle suchten wir 
im Interesse weiterer Untersuchungen festzustellen, wie sich 
der Amidstickstoff des Blutes verhiilt bei Einfiihrung direkt in 
den Darm durch die Fistel von léslichen Produkten der Ei- 
weiliverdauung, die aus einer Darmfistel eines anderen Hundes 
gewonnen worden waren. 

Die Ubersicht der aus allen Versuchen erhaltenen Be- 
funde zeigt deutlich, daB, in welcher Etappe des Ver- 
dauungsprozesses das periphere Blut (v. jugularis) 
bei normalen sowohl als auch anormalen Verhaltnissen 
untersucht werden mag, in demselben stets ein re- 
lativ geringer Zuwachs von Amidstickstoff (meistens 
ca. 4 mg auf 100 ccm Blutserum berechnet) sich 


erweist. 
V. 


Zur Lehre tiber den EinfluB der chirurgischen Veranderungen 
des Magens auf die Verdauungsprozesse. 


Von 
S. F. Kaplan. 


Die vorliegende Arbeit stellt gewissermafien den Schluf 
des von W. F. Dagaew begonnenen und von L. F. Maze- 
jewski fortgesetzten Untersuchungszyklus vor; so daf vor allem 
derselbe Hund, an welchem der erste Forscher seine Unter- 
suchungen angestellt hatte, zur Fortsetzung derselben nach mehr 
als einem Jahre dem zweiten und schlieblich nach 2!/2 Jahren 
uns diente. Es handelt sich um den Hund, bei welchem der 
ganze Pylorusabschnitt des Magens mit dem Sphincter ent- 
fernt und eine Gastroduodenostomie ausgefiihrt worden war. 
An diesem Hund waren zwei Versuchsserien angestellt worden. 
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In der einen Serie wurde in Parallele mit den Versuchen von 
Dagaew und Mazejewski der Verlauf der Milchverdauung 
vermittelst einer Magenfistel studiert. Diese Versuche sollten 
die recht entfernten Resultate der Resektion des pylorischen 
Magenteiles zeigen. Anderseits untersuchten wir im Vergleich 
mit einem normalen Hunde, der desgleichen zwei Fisteln, eine 
im Magen, die andere in einer Entfernung von 75 cm vom 
Pylorus hatte, den EKinfluf auf den Verlauf der Verdauung des 
Zufiigens von Séure und Soda. 


a) Entfernte Folgen der Pylorektomie. 


In der Tabelle I sind die Resultate analoger Analysen 
des Mageninhaltes angefiihrt, die bei dem angegebenen Hunde 
ceteris paribus nach mehr als einem Jahre (I) und mehr als 
zwei Jahren (II) nach der Operation angestellt waren. Die un- 
mittelbare Folge der Resektion des pylorischen Magenteiles ist, 
wie bekannt, ein bestiindiges UberflieBen des Duodenuminhaltes 
in den Magen und die Verzégerung der Magenverdauung. Die 
erste Erscheinung hort jedoch mit der Zeit auf, wihrend die 
Verzogerung der Evakuation nicht nachlaBt. Die 21/2 Jahre 
nach der Operation ausgefiihrten Versuche zeigen, dab die 
letztere Anomalie fast unveriindert geblieben ist. 

Hieraus folgt direkt, daB der Pylorusabschnitt des 
Magens eine recht wesentliche Rolle bei der recht- 
zeitigen Evakuation des Magens spielt, mit keinem 
anderen Abschnitt normalerweise diese Rolle teilt, 
infolgedessen sein Verlust unersetzbar ist. Es ent- 
steht die Frage, ob nicht normalerweise ein Antagonismus 
zwischen dem Pylorusabschnitt und dem Fundusabschnitt, so- 
weit es die Magenevakuation betrifft, vorhanden ist. Diese 
Frage kann nur durch eine Untersuchung der Folgen einer 
Resektion des Fundusabschnitts entschieden werden. 


b) Die Bedeutung der Siéiure und des Alkali fiir die 
Magenentleerung. 


Der erwahnte pylorektomierte Hund besaB aufer der 
Magenfistel noch eine zweite Fistel im Anfangsteil des Jejunums 
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Tabelle I. 
Stunden |Zur Neutralisation ver-| Verhialtnis (in °/o) der gewonnenen 
der ae n/ro-Lauge rr Substanzen zu den zugefiihrten 
resp. Siuremenge 

Ver- in cem " Zucker N Fett 

dauung 1. 2. eon | eo ee 
3 — —10 | — | 15 | — 2% |] — dt 
4 — 26 — 7 | 7 | 10 | 15 | 19 | 50 | 30 
5 _ % — 69 | 8 | 8 | 25) 21 ‘1 | 35 
6 — 7 | — 4] 2 | 4] 11 | 17 | 2% | — 

| 

7 — 48 -- 48 03 , 4 8 | 14 17 | 30 
8 + 10 — 21 a 10 6 5 | 19 
10 — — — |— —|/|— 9 | 10 














ca. 25 cm unterhalb der plica duodenojejunalis. Gleichzeitig 
wurde ein normaler Hund mit gleichen Fisteln studiert. Beiden 
Hunden wurde zum Versuch entweder nur 200 g Fleisch allein, 
oder mit Zusatz von 50 cem "/5-HCl oder 7 g Soda verabreicht. 

Die Jejunalfistel des normalen Hundes exzernierte leb- 
hafter als beim antrumlosen Hunde, da bei dem letzteren, 
wie oben erwiihnt, die Verdauung bedeutend herabgesetzt war. 
Beim ersten Hunde wurde in den ersten 4 Verdauungsstunden 
233 cem Chymus ausgeschieden, dessen Stickstoff 42°/o des 
mit dem Fleisch gegebenen ausmachte. Beim zweiten Hunde 
wurde in derselben Zeit nur 150 ccm ausgeschieden. Diesen 
Unterschied kénnte man mit einer verstérkten Resorption 
oberhalb der Fistel in Zusammenhang bringen. Da aber der 
Mageninhalt beim antrumlosen Hund zum gegebenen Moment 
einen dreifach groferen Stickstoffgehalt (87°/o gegen 27/0) auf- 
wies, so ist es klar, dab die verminderte Jejunumausscheidung 
in erster Linie von einer verlangsamten Magenarbeit abhiangt. 

Der Zusatz von Salzsiure zu der Nahrung, resp. die Zu- 
nahme der Aciditéit des Mageninhaltes fiihrte zu einer Ver- 
stirkung der Sekretion im oberen Jejunum bei beiden Hunden, 
mehr jedoch beim antrumlosen Hunde als beim Kontrolltier, 
so daB beim ersten innerhalb 4 Stunden 356 ccm, beim zweiten 
379 ccm Chymus ausgeschieden wurden. Diese verstirkte Ex- 
kretion beim Kontrollhunde erfolgte in bedeutendem Mafie in- 
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folge verstirkter Ausscheidung von Pankreassaft als Reaktion 
auf die vermehrte Salzsiiure. 

Beim Kontrollhunde blieb jedoch die Magenentleerung 
unverindert; wenigstens wurde bei ihm aus der Darmfistel 
beinahe ebensoviel Stickstoff (46°/o) als ohne Salzséure und 
mit demselben Gehalte an koagulierbaren Stickstoffsubstanzen 
(29°/o) ausgeschieden, wobei im Magen nur um ein geringes 
weniger Stickstoff (19°/o) als bei Verabreichung von Fleisch 
allein (27°/o). 

Demgegentiber bewirkte die Séure beim antrumlosen 
Hunde eine gesteigerte Verdauungsintensitét: die Fistelaus- 
scheidung vermehrte sich mehr als um das Doppelte — 
379 eem statt 150 eem, wihrend Stickstoff in ihm zu 47°9/o 
statt 17°/o beim Kontrolltier exzerniert wurde, dementsprechend 
erwies sich der Magenrest als um das Doppelte vermindert 
(41°/o statt 81°/o). 

Der Abbaugrad der verdauten Eiweifstoffe blieb gleich- 
falls der normale. 

Soda hat im Gegenteil bei beiden Hunden einen und 
denselben Effekt verursacht, und zwar erfuhren siéimtliche Ver- 
dauungsprozesse eine deutliche Verstirkung. Beim Kontroll- 
hunde exzernierte die Jejunumfistel eine fast dreifache, beim 
antrumlosen doppelte Chymusmenge, als mit der Nahrung zu- 
gefiihrt (555 ecm und 347 ccm) mit 65°/o—60°/o Nahrungs- 
stickstoff, wobei im Magen zum Schluf des Versuches beim 
Kontrollhunde nur 8°/o, beim antrumlosen nur 40°/o vor- 
handen waren. 

Also iibte unter den gegebenen Bedingungen die 
Salzsiure beim normalen Hund keinen EinfluBb auf die 
Verdauungsprozesse aus, wahrend sie beim antrum- 
losen Hund den Verlauf der Verdauung verstarkte: 
Soda hingegen verstarkte die Verdauungsprozesse bei 
beiden Hunden in gleicher Weise. Es ist also ge- 
stattet anzunehmen, daB die erregende Wirkung der 
Soda auf den Fundus, vielleicht aber auch auf den 
Pylorusteil des Magens gerichtet sein kann. Vom 
Darme aus regt Soda die Magensekretion nicht an 
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(vgl. unten S. 364). Die Salzsaiure iibt auf beide Magen- 
abschnitte entgegengesetzte Wirkung aus und zwar 
eine erregende auf den Fundusabschnitt und eine 
hemmende auf den Pylorusabschnitt. 


Tabelle II. 






























































~~ eT Stickstoff der koagulier- 
Ver- Seer i “ls baren Substanzen in °/o 
Menge in cem des zum N der betreffenden 

dauungs- Nahrungs-N Chymusportion 
K HCl | Na,O,}] K | HCI] |Na,O,} K HCl | Na,O, 

stunden |——-— ts : 5 
L UY. UPL PIP My yl ay) apr Pay gr 

| a (| S ' = 4. oe 

Darmfistelausscheidung. 
1 88 | 20}100 87 150, 70|12, 2 11) 911312])27 5319 19]13 27 
2 82 | 581108 100]190 167 18 7 1310 17 27] 35 15]26 24] 9 30 
38 48 | 25) 95 105]110 8d] 8) 4/17 16]2011] 9 53] 42/19] 26 40 
4 38?) 47] 53, 83]105) 75 6 5} 6 13/16 11] 25 20 16 34] 31! 35 
Im ganzen . 150}356 379]555 397]42/17 ]46 47165 60] —  — —|— —|— 
Mittelwerte . . . 2. 0 1 1 we ew ww ee « £29] 24] 29 | 26 | 20 | 32 
Magenrest. 








[27 81 |t9 14] 840172 68166 67] 24) 85 
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c) Partielle Resektionen des Magenfundus. 


Bei einem Hunde wurde eine gréfere Resektion ausge- 
fiihrt, die den Fundusteil, angefangen vom oberen, d. h. der 
Cardia zugewandten Rande des Milzmesenteriums bis zu einer 
Entfernung von 1 cm von der Plica praepylorica umfabte. Vor 
der Operation war der normale Verlauf der Fistelexkretion bei 
Eingabe von 400 ccm Milch festgestellt worden. 6 Tage 
nach der Operation wurde wieder die Fistelexkretion studiert. 
Seinem Verhalten nach war der Hund ganz normal: er frab, 
wie gewohnlich, gefribig, entleerte geballte Faeces, war sehr 
lebhaft. Vor der Operation begann gewohnlich die Fistel- 
exkretion (Anfangsteil des Ileums) hei der Milchzufuhr 6—8 Mi- 
nuten nach der Einnahme, wobei die letztere erfolgte rasch auf 
einmal. Jetzt aber trank der Hund ungefihr die Hialfte aus, 








342 S. F. Kaplan, 


dann wandte er die Schnauze von der Schiissel ab. Sofort 
begann aus der Fistel die Ausscheidung an vollkommen un- 
verinderter Milch, die zwischenein eine gelbe Farbe hatte. Die 
Ausscheidung erfolgte in einem fast kontinuierlichen Strahle. 
Nach einer Ausscheidung von ca. 50 cem wurde dem Hunde 
abermals die Milch gereicht. Er trank eine geringe Menge und 
wandte sich wieder von ihr ab. Nach weiterer Ausscheidung 
von ca. 100 ccm wurde ihm die Milch wieder gereicht, die er 
nunmehr_ gefriaBig austrank. Unverinderte Milch wurde mit 
kurzen Zwischenréumen im Verlaufe von 25 Minuten ausge- 
schieden und zwar in einer Menge von 305 cem. Darauf 
nahm die Ausscheidung das Aussehen des gewohnlichen Milch- 
chymus an: es stellte eine klare hellgelbe Fliissigkeit mit 
wenigen Flocken dar. Nach etwa 2!/2 Stunden hoérte die Aus- 
scheidung auf. Ein zweiter Kontrollversuch, der nach einigen 
Tagen angestellt wurde, ergab dieselben Resultate. Im Verlaufe 
von 2 Monaten wurde derselbe Versuch mit Milchfiitterung 
sowohl als auch mit Verfiitterung von fester Speise (200 g 
fein zermahlenen Fleisches, 30 g Starke und 50 ccm Wasser) 
von Zeit zu Zeit wiederholt. Die Versuchsergebnisse sind aus 
der beigelegten Tabelle ersichtlich, in welcher die Daten aus 
mehreren Versuchen sowohl vor (v—Mittelwerte) als auch nach 
(n) der Operation dargestellt sind. 

Die Zahlen ergeben erstens, dali sowohl bei 
fliissiger als auch bei fester Nahrung die Evakuation 
des Magens bedeutend beschleunigt wird, so dass 
z. B. aus der Milch sémtlicher oder fast simtlicher 
Zucker (87°/o—100°/o) in einer Stunde ausgeschieden 
war; besonders auffallend sind die Zahlen fiir Fett, von 
welchen 76°/o—95°/o statt 3°/o—6°/o vor der Operation 


ausgeschieden wurden. Bei dem Fleisch-Starkegemisch tritt 


dieses Verhalten nicht so scharf hervor, wenngleich der allge- 
meine Charakter der Evakuation derselbe wie bei der Milch ist. 
Das unbewaffnete Auge erkannte bereits im Chymus den Gehalt 
an vollkommen unverdauten Fleischstiicken, die vor der Ope- 
ration nicht vorhanden waren. Die Analyse ergibt, dass auch 
die in Lésung tibergegangenen Nahrungselemente in einem nur 
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Tabelle III. 
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a Num- Menge Stickstoff Kohlenhydrate | Fette 
dauungs- po | des aufgenommenen Chymus | 
cians Ver- in g °/o der Gesamtausscheidung 
. suches} y. | n. v. | n. | v. n. | Vv. | n. 
| ! ! | 
400 ccm Milch. 
I | 310 | 40 | 90 51 | 100 6 | 95 
1 Il | og | 325 | 50 | 84 81 87 3 | 9f 
lil | 395 | — | 82 — 100 3 | 76 
IV 415 | —. | 82 | — | 100 | — | 8 
I | 20] 27 | 6 | 4 | of |] 38 
9 HM | yor | GO| 22 | 12 | 18 | 13 | 18] 8 
III 9 | — 9 — Oo | — | 18 
IV | 60] — 8 “em ay Srolg poe 
I | 15 | 33 | 4 6 0 | 69] 2 
II ‘i 15 | 28 4 1 0 | 79 1 
oe hal | eto er = tf OR? 4 
- ye | 60] — | 10 — o};j—|] 3 
Zusammen I 86 55 74 60 | 8&7 25 | 38 
info des} I | ya, | 100 | 65 | 77 74 | 75 | 45 | 39 
Zu- Ill | 134 | — | 89 “ 85 | — | 90 
gefihrten | jy i344 | — | of | — | 94 | — | 93 
| 200 g Fleich, 30 g Starke und 50 ccm Wasser. 
| I 165 | 46 | 50 | 56 | 77 | — | — 
| 1 I | 120 |140} — | 26 | — | 59 | —] — 
a III | 98 | — | 52 — | 560 |—|-—- 
£ 
: I 70 | 16 | 32 411 | 14)—|] — 
i 2 II 33 | 140 | — | 52 — 0 fF .— | — 
II] | 400] — | 17 — 16 —|— 
| 
I | 80 30 17 30 6 — — 
3—4 II 80 | 100 | — | 20 oe | SRP Thaw ts. 
Ill 1120 | — | 34 — 2a} —|— 
I | 10 8 1 3 | 3 — — 
5—6 I 30 | 15] — 2 — fii— | — 
i | | 7% | — | 17 — | 2B |— |] —- 
¥ Zusammen| | /116 | 36 | 6 | 51 | 69 | — | — 
| ms] om | 94 | 40] — | oe | — | 68 | — | 
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wenig gespaltenen Zustande ins Ileum tibergehen. Vor der 
Operation exzernierte der Hund Verdauungsprodukte des Fleisches 
mit einer Peptidzahl (Prozentgehalt an peptidartig gebundenem 
Stickstoff) 50, und einer Caseinzahl von héchstens 51. Nach 
der Operation stiegen diese Zahlen bis auf 69 und 73. Die 
Magenentleerung war also verstaérkt worden und die Verdau- 
ung in ihm verschlechtert. Letzteres lift sich gut verstehen, 
da eine grofie Anzahl von saftausscheidenden Driisen entfernt 
worden war. Was nun die beschleunigte Evakuation anbetrifft, 
so halten sich normaliter der Fundus und der Pylorusabschnitt 
hinsichtlich der mechanischen Kraft das Gleichgewicht. Wenn 
jedoch der Magen infolge der Reduktion seines Volumens einen 
groferen Druck auf den Inhalt ausiibt, so wird das Kriifte- 
gleichgewicht gestOrt zuungunsten der Entleerung. 

Es fragt sich nun, inwieweit diese anormalen Beziehungen 
mit der Zeit sich nicht a&ndern. Zu diesem Zwecke miissen 
die Untersuchungen an denselben Tieren von Zeit zu Zeit wieder- 
holt werden. — 

In der Tabelle III sind die Zahlenwerte fiir 7 Versuche 
angefiihrt, von denen 4 mit 400 ccm Milch und 3 mit Fleisch 
und Stiirke angestellt worden waren. Der vierte Milch- und 
der dritte Fleischversuch war 10 Wochen nach der Operation 
ausgefiihrt worden. Vergleicht man die parallelen Zahlen, so 
erkennt man, dab die Zeit bisweilen die StOrungen der Magen- 
tiitigkeit durchaus nicht gemildert hat. Die Magenevakuation 
blieb beschleunigt und die Verdauung abgeschwicht. In das 
lleum wurden grofe Mengen unverdauter Nahrungsreste tiber- 
gefiihrt. Bereits dem bloBen Auge waren die Ballen unver- 
dauten Nahrungsfleisches sichtbar, die aus der Fistel herausfielen. 

Es konnte a priori erwartet werden, dai eine geringe 
Resektion des Magens keinerlei Veréinderungen in der Arbeit 
des Verdauungskanals setzen wiirde. Bei einem Hunde wurde 
nun aus dem Fundus in einiger Entfernung vom Antrum ein 
keilformiges Stiick von 3—4 cm Breite lings der Mitte der 
Magenwandbreite reseziert. Es erwies sich jedoch, daB auch 
diese relativ geringe Resektion des Magens eine anor- 
male Beschleunigung und eine Verschlechterung seiner 
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Tatigkeit bewirkt. Das la®t sich aus der folgenden Tabelle 
IV deutlich ersehen. 


d) Sanduhrmagen. 


Die Sanduhrmagenform experimentell hervorzurufen, ist 
vollkommen einfach und sicher: an einer angemerkten Stelle 
wird der Magen zwischen zwei Klemmpinzetten nach Abtrennung 
eines entsprechenden Abschnittes des grofien Netzes unter 
Schonung der Gefaifie durchschnitten. Der Schnitt wird ver- 
mittelst einer Schere durch beide Magenwiinde gefiihrt, wobei 
mit dem Vorriicken des Schnittes gegen die kleine Kurvatur 
die Wunde beiderseits zusammengeniht wird (der Rand der 
vorderen Wand mit dem entsprechenden Rande der hinteren 
Wand). Der Schnitt wird bis zu einer Entfernung von ca. 2 cm 
von der kleinen Kurvatur gefiihrt. An der Durchschnittstelle 
entfernen sich die vernihten Rénder voneinander, indem sie 
zwischen sich einen Winkel bilden. Wird bei einem Hunde 
mit einem derartigen Magen eine Fistel im Antrum angelegt, 
so wird damit die Mdéglichkeit gegeben, den Ubergang der 
Nahrung aus dem proximalen Magenabschnitt in den distalen 
zu beobachten. Besitzt der Hund eine Darmfistel, so erscheint 
es moéglich, die allgemeinen Veranderungen zu bestimmen, 
welche der Sanduhrmagen in der Arbeit des Verdauungs- 
traktus setzt. 

Es standen uns zur Verfiigung drei Sanduhrmagenhunde. 
Bei einem Hunde wurde ein Sanduhrmagen hergestellt und 
nach einigen Wochen im Antrum eine Fistel angelegt. Im Ver- 
laufe der letzteren Operation konnte man sich direkt davon 
tibérzeugen, dali das Ziel der ersten Operation erreicht war 
und der Magen die in diesen Fallen typische, fiir die Sanduhr- 
magen beim Menschen charakteristische Form angenommen 
hatte. 

Der vollig ernolte Hund erhielt nun im Gestell 100 ccm 
Milch bei offener Fistel. Es stellte sich heraus, daf die Milch 
bereits wihrend ihrer Einnahme zu exzernieren begann. Eine 
Minute nach dem letzten Schluck war die ganze eingenommene 


Milchmenge ausgeschieden. Die Beobachtung wurde noch 6 
24 
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Tabelle IV. 












































won: Num- Menge Stickstoff | Koblenhydrate| Fette 
deisiaiens cid | des aufgenommenen Chymus . 
vesicles Ver- in g in %o der eee tae 
suches}_y, n. v. | @. | v. | n. | * | & 
I | | l | i 
400 ccm Milch. 
I 210 | 410] dif | 84 61 99 3 | 70 
1 II 200 375] 56 | 70 71 99 8 | 60 
m | — | 40] — | 7% | — | 96 | —/| 56 
1 | 140) 6O} 21 | 8] 38 | 38 | 18] 5 
2 II 70 | 80] 19 14 29 1 19 6 
Mm | — | sof — | 2} — 4 | — | 20 
I 120 | 80] 28 | 8 1 0 82 | 25 
s—6 | u | % | 125] 2 | 6| — | o | 73 | 31 j 
ss fT Bi | Oe | BT 0 | — | 24 
Znsammeny «| | 416 | 108] 42 | s9 | 68 | 89 | 10 | 80 
Tu. II 86 | 145] 44 | 96 56 5d 15 | 82 
gefiihrten | [I] — | 163] — | 105 sein 99 — | 84 























200 g Fleisch, 30 g Starke und 50 ccm Wasser. 
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Minuten fortgesetzt. Es wurde noch 10 ccm sauren Exkrets, 
in dem 26 mg Zucker enthalten waren, ausgeschieden. In der 
weiteren Ausscheidung war von den Milchbestandteilen nichts 
aufzudecken. Die fliissige Speise stieB somit in der Scheiden- 
wand des Magens auf kein Hindernis. Ein Versuch mit Fleisch- 
stiicken ergab ein anderes Resultat. Von den in der Nahrung 
eingegebenen 50 Fleischstiicken von je 1 g Gewicht trat wiih- 
rend der Nahrungsaufnahme kein Sttick aus der Fistel aus. 
Das erste Stiick wurde 1 Minute nach dem letzten Schluck 
ausgeschieden. Im Verlaufe von weiteren 2 Minuten waren 16 
Stiicke ausgetreten, die ubrigen Stiicke wurden im Laufe der 
folgenden 116 Minuten ausgeschieden. 

Ahnliche Resultate wurden bei Eingabe von 200 g ge- 
mahlenem Fleisch gewonnen. 

Da der normale Magen Fleichnahrung in fast derselben 
Weise pyloruswirts zu beférdern pflegt, so folgt aus diesen 
Versuchen, dai auch feste Speise in der Scheidenwand des 
Magens auf kein Hindernis st6Bt. 

Versuche am zweiten Hunde, der beim Sanduhrmagen 
eine Fistel im Anfangsteil des Ileums besa, ergaben ferner, 
daB in der ersten Zeit nach der Operation (der betreffende 
Versuch war am 8. Tage angestellt worden) die Evakuation 
des Magens nicht nur nicht verlangsamt, sondern im Gegenteil 
beschleunigt ist; nach Verlauf einer kurzen Zeit (11—12 Tage 
nach der Operation) waren wieder die normalen Verhiltnisse 
hergestellt. Um auf die Arbeit des Magens aus der Exkretion 
aus dem oberen Ileumabschnitt schlieBen zu kénnen, wurde 
dem Hunde, wie gewodhnlich in derartigen Fillen, entweder 
Milch oder ein Gemisch von Fleisch mit Stiirke verabreicht. 
Die erhaltenen Zahlen erweisen, dafi angefangen von Ver- 
such Nr. Il die Exkretion bei einem Sanduhrmagen 
vollkommen die Exkretion vor der Operation 
wiederholt. 

A priori konnten andere Resultate erhalten werden, da 
durch die Operation auf einer recht betriichtlichen Strecke die 
Kontinuitét der Nerven als auch der Muskulatur der Magen- 
wand unterbrochen wird. 


24* 
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Tabelle V. 
Num-] yor. Verhaltnis (in °/o) des zuriickgewonnenen in einzelnen Portionen 
mer zu der Gesamtausscheidung 
des jdauungs- 
Ver- N Kohlenhydrate Fette 
_| stunden ; 
suches V n. v. | n. v. | n. 
I 1 38 | BB 60 87 120) | 
II 1 32 30 34 43 7 3 
III 1 — 40 —— — -- 
I 2 32 16 33 _ 11 15 
II 2 37 33 58 — 6 47 
Il] 2 — 26 — _ _— ‘a 
1 | 3-6 30 29 7 4 77 60 
Il 3—6 3] 37 8 10 87 50 
ll 3—6 _ on | oo | _ — — 
I 1,11(35°%o) 1,06(34%o)] 7,26 (33%) 12,04 (54%o)] 0,39 (2%) 2,12(10%) 
re 1e | 
ine © | IL 1,21(39°%0) 0,88(28/o)}14,98 (67%Jo) 9,73 (44%Jo)] 0,91 (40) 2,27(109) 
(0 der Zufuhr) |q1 = =— —0,86(27%o)f = — — [18,57 (55%) — [0,590 3%) | 















Beim dritten Hunde mit einer Fistel im Anfangsteil des 
Ileums wurde eine Kommunikation von ca. 1 cm Durchmesser 
belassen. A priori kénnte erwartet werden, daf eine so 
starke Verengung der Kommunikationsstelle eine bedeutende 
Verlangsamung der Magenevakuation zur Folge haben wiirde. 
Doch zeigen die Zahlen der entsprechenden Tabelle VI, dab 
auch bei diesem Hunde von einer Verlangsamung der 
Magenevakuation nicht die Rede sein kann. So war in 
der ersten Stunde der Verdauung von 400 ccm Milch vor der 
Operation im Mittel 165 ccm Chymus ausgeschieden worden, 
nach der Operation 185 cem. Wenn in den folgenden Stunden 
die Ausscheidungszahlen nach der Operation sich als geringer 
erwiesen, so kann es durch eine intensivere Wasserresorption 
erklirt werden; wenigstens erwiesen sich die festen Sub- 
stanzen der Milch im Chymus in denselben Mengen 
nach der Operation wie vor derselben: Zucker 54°/o und . 
60°%/o, Fett 6°/o und 4°%/o; Stickstoff wurde sogar intensiver 


ausgeschieden (50°/0) als vor der Operation (39°/o). Die Sonder- 
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Tabelle VI. 
Menge Stickstoff | Kohlenhydrate Fette 
Verdauungs- des aufgenommenen Chymus 
inion | in °/o der Gesamtausscheidung 
v. | 2 v. | n. v. n. | 
| 
400 ccm Milch. 
1 165 | 185 | 41 | 58 76 72 13 | ot 
2 123 62 | 2 | 18] 43 | 25 | 22 | 26 
3—6 113 | 70 | 34 | 2 1 | 4 | 65 | 20 
Zusammen in °/o | . —— ‘ 
dee Hugotiivien | ** | 77 | 39 | 50 | 60 | 54 4 | 6 











200 ¢g Fleisch und 30 g Stirke. 
75 | 120 | 28 | 31 26 | 45 — 


2 100 | 18 | 36 | 49 | 40 | 30 J] ~ | — 
3-4 100 | 65 | 27 | 13 | 32 ~. om 1 
San 30 | 40] 91 7 S41 i Ban 1 os 





+ 


32 5D —_}— 























Zusammen in °/o ' P 
des Zugefithrten 113 160 | 29 | 56 


stellung des Stickstoffs resp. des fest geronnenen Caseins findet 
sichere Analogie in den Versuchen mit ebenfalls fester Speise 
wie Fleisch mit Stirke. Die letzteren wurden ebenfalls mit ver- 
stiirkter Energie evakuiert, soda8 im Ileum sehr grobe Mengen 
unverdauter Nahrungsreste tibergehen. Statt 113°/o des Gesamt- 
chymus (als 100 wird die Gewichtsmenge der Nahrung ange- 
nommen), die vor der Operation ausgeschieden worden waren, 
wurden nach derselben 160°/o ausgeschieden, statt 29°/o Stick- 
stoff — 56°/o, statt 39°/o Kohlenhydrate 55°/o, wobei die Kurve 
der Ausscheidungen sich nicht scharf verindert hat. 

Um zu verfolgen, wie in dem gegebenen Falle der Or- 
ganismus mit dem Verdauungsdefekt zurecht kommt, wurde 
der Hund in einen Kafig gesetzt und der Stoffwechsel im Ver- 
laufe von 5 Tagen studiert. Das Gewicht des Hundes war 
8350 g. Er erhielt pro Tag 400 g Brot, 20 g Fett und 600 ccm 
Wasser. Im Mittel schied er taglich um 0,49 g N weniger als 
zugefiihrt, 17 g reduzierender Substanzen und 2,3 g Fett aus. 
Das Kérpergewicht nahm im ganzen um 250 g zu. Als einiger- 
mafen herabgesetzt erwies sich also hauptsachlich 





350 P. P. Brjuchanow, 


die Resorptionder Kohlenhydrate. Der Magendefekt wurde 
in befriedigender Weise durch die Darmtitigkeit kompensiert. 


VI. 


Zur Kenntnis der Verdauungsprozesse bei Darmaus- 
und Umschaltungen. 
Von 


P. P. Brjuchanow. 


Dank der Arbeit von B. D. Stassow ist es bekannt ge- 
worden, daf die Resektion eines Darmabschnittes nicht durch 
eine verstirkte Tatigkeit des tibrigen Darmkanals oder des 
benachbarten Abschnittes kompensiert wird, sondern daB die 
kompensatorische Tiitigkeit in jedem besonderem Falle, haupt- 
siichlich einem, doch nicht durchaus benachbarten Abschnitte 
zufillt. Die an einer geringen Zahl von Tieren ausgefiihrten 
Versuche von Stassow bedurften zunachst einer Kontrolle 
an einer neuen Reihe von Individuen. Dieser Forscher be- 
schrinkte ferner seine Aufgabe auf eine Untersuchung von 
Allgemeinbefunden, wobei er die Frage tiber die Arbeit des 
Verdauungskanals der Zeit nach unberiicksichtigt lieB. Die 
vorliegende Serie von Versuchen soll vor allem diese Defekte 
ausfiillen. Ferner muff angenommen werden, dai bei einer 
kompensatorischen Retention des Nahrungschymus in irgend 
einem Abschnitte des Verdauungskanals in ihm die antiperi- 
staltische Arbeit verstérkt werden mu8, welche, wie die 
neueren Beobachtungen zeigen,!) den verschiedenen Abschnitten 
des Verdauungskanals nicht nur unter pathologischen, sondern 
unter vollkommen normalen Bedingungen zukommt. Infolge- 
dessen beschlossen wir, die Frage zu verfolgen, ob ein Unter- 
schied in den Verdauungs- und Resorptionsprozessen der 
Nahrung im Darm vorliegt bei der riicklaiufigen Bewegung des 
Chymus. | 

Als Nahrung benutzten wir in allen unseren Versuchen 
Milch, da bei derselben alle Verdauungs- und Resorptions- 
besonderheiten am deutlichsten hervortreten. 


‘) Vgl. z. B. Paul Carnot, Les mouvements de l’estomac et du 
duodénum ¢tudiés par la méthode de la perfusion. Comptes rendus de 
la Soc. de Biol., 1913, Nr. 22, S. 1265. 
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a) Resektion des Jejunums. 


Es handelt sich um einen Hund, der eine Fistel besaf 
im oberen [leum (ca. 100 cm oberhalb der Ileocoecalklappe). 
Der Hund bekam bei offener Fistel 600 cem Milch, wonach 
der ausflieiende Chymus in streng bestimmten Zeitintervallen 
gesammelt und analysiert wurde. Wir nahmen namlich drei 
Portionen auf: nach 1, 2—3 und 4—8 Verdauungsstunden. In 
der Tabelle I sind Mittelwerte aus gut tibereinstimmenden 3 Ver- 
suchen angefiihrt. Nach Beendigung der Normalversuche wurde 
dem Hunde das Jejunum ausgeschnitten, beginnend von cea. 
5 em unterhalb der plica duodenojejunalis bis zu 15—20 cm 
oberhalb der Fistelstelle. Nachdem sich der Hund vollkommen 
erholt hatte, wurden die Fiitterungsversuche wiederholt und 
zwar in genau derselben Weise wie vor der Operation. Die 
Versuche wurden im Verlauf von ungefihr 3 Monaten nach 
der Operation 7 mal wiederholt und da in den Analysenresul- 
taten mit der Zeit keine nennenswerten Verdanderungen ein- 
traten, so sind in der Tabelle ebenfalls Mittelwerte angefiihrt. 


























Tabelle I. 
Menge Stickstoff Zucker Fett 
Verdauungs- des aufgenommenen Chymus 
stunden ccm g g g 
v. | 7. v. | n. v. n. % |} & 

















Zufuhr von 600 ccm Milch. 

















1 259 | 469 | 0,65 | 1,59 | 7,67 | 13,15 | 0,27 | 1,11 
2—3 75 | 198 | 0,21 | 0,44 | 2,75 4,70] 0,09 | 0,44 
4—8 30 | 21 | O14 | O11 0 0 | 0,15 | 0,10 

Zusammen | 364 | 588 | 1,01 | 2,14 | 10,42 17,85] 0,51 | 1,65 


Zufuhr von 600 cem Milch mit Tannalbin Knoll. 


Zusammen — | 776 | -—— | 2,65 | — 17,70 | — | 393 





Zufuhr von 600 ccm Milch mit tinct. opii simpl. 


SSS SS 
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Betrachten wir nun die parallelen Zahlen, so kommen 
wir zu folgenden Schliissen: 

1. Die Ausscheidungskurve des Chymus mit seinen 
verschiedenen Bestandteilen erlitt unter der Einwir- 
kung der Jejunumresektion keine Anderung. Wie in 
der Norm, schied der Hund auch nach der Jejunumresektion 
die gréften Mengen von Gesamtchymus sowohl als auch von 
Stickstoff, Zucker und Fett in der ersten Stunde aus. Nun 
wurden aber die Ausscheidungen in den ersten 3 Stunden nach 
der Operation abundanter, wobei die Exkretion im Verlaufe der 
4. Stunde ganz sistierte, wiihrend vor der Operation einige 
Chymusmengen, obwohl ganz geringe, noch in der 7. und 8. 
Stunde nach der Nahrungszufuhr aus der Fistel erschienen. 

2. Die Gesamtausscheidung der Fistel wurde in 
bedeutender Weise vergroéfert. Statt 364 ccm Gesamt- 
ausscheidung vor der Operation erreichte dieselbe nach der 
Operation im Mittel 588 cem mit 2,14 g Stickstoff anstatt 
1,01 g, 17,85 g Zucker anstatt 10,42 g und 1,65 g Fett anstatt 
0,51 g. Es besteht also kein wesentlicher Unterschied zwischen 
den verschiedenen Substanzen der Milch. 

Es steht jetzt noch ein Versuch vor an einem Hunde 
mit einer Fistel im Anfangsteile des Jejunums und_ nach- 
folgender Jejunumresektion, um endgiiltig die Frage zu klaren, 
ob sich der Magen und das Duodenum an der Kompensierung 
des Jejunumdefektes in irgend welcher Weise beteiligen. In- 
sofern laBt sich aber schon auf Grund des angefiihrten Ver- 
suches in Bestaétigung des Befundes von Stassow sagen, daf die 
volle Kompensation des Jejunumdefektes nicht durch 
die oberhalb des resezierten Abschnittes gelegenen 
Abschnitte des Verdauungskanals bewirkt wird. 


Tabelle II. 
bn _______________ | 
Verdauungs-| Menge (ccm) | Zucker (g) | Stickstoff (g) | Fett (g) 

stunden | der Fistelausscheidungen 





1 364— 24339 9,5 —-0,5=9,0 0,82—0,11=0,711 — 
2-3  132—109= 23) 2,3—5,2=2,9 0,36—0,24=0,12 _ 


4-8 | 30— 58= 28 0 —0,5=0,5) 0,22—0,28=0,065 — 
| | 


Im ganzen 550—190=360 12,00—6,0=6,0 1,38 —0,61=0,77 — 
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Resorbiert 
Zucker Stickstoff Fett 
Duod.-Jejun. | Tleum Duod.-Jejun. | Ileum | Duod-Jejun.| Ileum 
39 | = 30 54 | 6 94 4 
Es fragt sich nun, welcher von den unterhalb der Re- 
sektionsstelle gelegenen Teilen des Darmkanals — Ileum oder 
Colon — den Jejunumdefekt kompensiert. Bei Eingabe von 


Milch kann diese Frage besonders deutlich geklirt werden, da 
bei dieser Nahrung, wie aus folgender Zusammenstellung er- 
sichtlich, Ileum und Colon sich fast in gleicher Weise an 
der Verarbeitung bsteiligen. Es stand uns namentlich zur Ver- 
fiigung ein Hund mit einer unteren Jejunum- und _ unteren 
Ileumfistel. In der beigefiigten Tabelle sind die Zahlenbefunde 
fiir diesen Hund bei Eingabe von 600 ccm Milch zusammen- 
gestellt. In dieser Tabelle II beziehen sich die Diminuenten 
auf das Ileumexkret. Es erweist sich, dai dem [leum eine 
Resorption von 30°/o Stickstoff und 26°/o Zucker sowie 4°/o 
Fett zukommt, wobei fast der gleiche Anteil von Nahrungs- 
komponenten fiir die weitere Resorption in den Dickdarm 
ibergeht. 

Nun aber nimmt das Ileum keinen speziellen An- 
teil an der Kompensation des Jejunums, wie es aus 
folgenden Zusammenstellungen ersichtlich. Wir ziehen 
die Zahlen in Betracht (Tab. III), welche den Unterschied der 
Fistelausscheidung im Anfangs- und Endteil des Ileums zeigen bei 
zwei Hunden, von denen bei dem einen (N) der Darm intakt 
war, wahrend bei dem anderen (R) das Jejunum reseziert war. 
Die absoluten Zahlen, welche den Anteil des lleums an der 
Resorption der Milchbestandteile charakterisieren, sind ver- 
schieden und abgesehen vom Zucker, der auch einer Bakterien- 
zersetzung zuginglich ist, gréfer beim Hunde mit dem rese- 
zierten Jejunum, bei dem ins Ileum gréfere Mengen Chymus 
eintreten. Die Prozentverhaltnisse des im Ileum resorbierten 
zu dem in dasselbe eingetretenen sind, wie es die untere Reihe 
der parallelen Zahlen (43—48, 66—63, 78—81) zeigt, einander 
sehr nahe, wenn wiederum vom Zucker abgesehen wird. Dab 
die prozentischen GrdBen der Resorption im [leum konstant 
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bleiben, ist, wie bekannt, eine normale Erscheinung. Wie 
mehrmals bewiesen, nimmt jeder Abschnitt des Verdauungs- 
kanals einen bestimmten prozentischen Anteil an der allge- 


meinen Arbeit. 


Tabelle III. 


Differenz zwischen den Bestandteilen des Jejunal- und Ileocoecalchymus 
in Grammen und Prozenten 
zum Jejunalchymus bei Zufuhr von 600 ccm Milch. 











Menge Stickstoff Zucker Fett 
N | R | N | R | NY] R N | R 





316 ¢ | 426 ¢ | 0,96 ¢11,58¢ 13,79 ¢|36o¢ |] 114¢) 417 ¢ 
= 43% |= 48% |= 66 %|—= 63% |= 31 o/6| = 21 %o| = 78 Jol = 81 Jo 
Es bleibt also der Schlu8 tibrig, dafB den Hauptanteil 
an der Kompensation des ausgeschalteten Jejunums 
der Dickdarm nimmt. Und in der Tat ist es noch bis 
jetzt nicht gelungen, einen jejunumlosen Hund lange am Leben 
zu erhalten, wenn ihm auch der Dickdarm entfernt worden 
war. Doch sind noch in dieser Richtung weitere Untersuchungen 
erforderlich. 











b) Einwirkung einiger pharmazeutischen Praparate. 


In Beriicksichtigung der Tatsache, daf in der Praxis im 
Falle von Durchfallen nach einer Darmresektion verschiedene 
pharmazeutische Priiparate wie Tannalbin, Opium u. dgl. an- 
gewandt werden, wurden auch diese Arzneimittel einer Priifung 
unterzogen. Im Versuch wurde Tannalbin in einer Dosis 
von 3 g gegeben und zwar 1 g am Abend vor dem Versuche 
(ca. 15 Stunden vor demselben), 1 g eine Stunde vor der 
Fiitterung und schlieBlich 1 g zusammen mit der Versuchs- 
milch. Opium wurde folgendermaBen eingegeben: 10 Tropfen 
tinct. opil simp]. eine halbe Stunde vor der Milcheingabe, und 
10 Tropfen nach der Eingabe. Das Resultat dieser Versuche 
ist in der Tabelle I dargestellt. Die erwahnten Mittel werden 
sowohl vor der Jejunumresektion als auch nach derselben 
gepriift werden. Es erwies sich nun, dai die Fistelaus- 
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scheidung, sowie der Gehalt an Stickstoff, Zucker 
und Fett in derselben nach der Jejunumresektion un- 
gefahr um das Doppelte zunahm, wobei jedoch Tann- 
albin und Opium nicht die verstirkte Exkretion ver- 
minderten, sondern im Gegenteil dieselbe noch mehr 
vergréferten. Um den Mechanismus dieser Entleerungs- 
vergroBberung klar zu machen, sind selbstredend weitere Unter- 
suchungen erforderlich. 


c) Ileumresektion. 


Im Gegenteil zum Jejunum wird das Ileum in hohem 
Mafie durch die oberhalb des ausgeschalteten Abschnittes ge- 
legenen Teile des Verdauungstraktes kompensiert. Als Beweis 
dafiir fiihren wir Mittelwerte aus mehreren Versuchen an, 
wiederum unter Verfiitterung von 600 ccm Milch an einen 
Hund mit einer Fistel im Endteil des Jejunums, dem nach 
der Anstellung mehrerer Kontrollversuche das Ileum ausge- 
schnitten wurde, um darnach im Verlaufe von 2 Monaten die 
Versuche mehrmals zu wiederholen. Die Versuchsergebnisse 
sind in Prozentzahlen in der beiliegenden Tabelle IV zusammen- 


gestellt. 
Tabelle IV. 























Menge | Stickstoff | Zucker lette 

Verdauungs- des aufgenommenen Chymus 
stunden in g in %/eo zu der Gesamtausscheidung 
v. | n. v. | n. v. | on. v | on. 
1 47 | 33 | 44 | 32 | 57 | 44 5 | 15 
2—3 28 | 41 | 23 | 34 | 42 | 55 | 34 | 29 
4—8 25 | 26 33 34 1 1 61 | 56 
Sec 92 | 77 | 40 | 90 | 70) 8 | 8] 4 




















Aus den Zahlen, die die Gesamtausscheidung charakteri- 
sieren, ist direkt zu ersehen, dafi der Darm aus der unteren 
Jejunalfistel nach der Ileumresektion weniger zu exzernieren, 
resp. mehr zu resorbieren begann, als wie in der Norm. Anstatt 
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92°/o Chymus entleerte die Fistel erst 77°/o mit 30°/o Stick- 
stoff anstatt 40°/o, 68°/o Zucker anstatt 70°/o und 4°/o Fett 
anstatt 8°/o. Der Zucker nimmt auch hier eine Sonderstellung 
ein, was lbrigens mit der Zeit vielleicht verschwindet. Der 
Hund wird nach Verlauf von mehreren Monaten abermals 
untersucht werden. 


d) Darmumschaltungen. 


Bei einem Hunde mit einer Fistel im Anfangsteil des 
lleums wurde wie gewohnlich die Exkretion bei einer Ein- 
nahme von Milch und von Fleisch und Starke gepriift, und 
darauf an demselben fast das ganze Jejunum auf einer Strecke 
von 10 cm unterhalb der plica duodenojejunalis und ca. 10 cm 
oberhalb der Fistel durchschnitten und umgedreht, so dafi das 
proximale Ende desselben mit dem Abschnitt hinter dem Duo- 
denum anastomosierte. Nachdem sich der Hund erholt hatte, 
wurde an ihm die Exkretion ebenso wie vor der Operation 
gepriift. Wé&ahrend des ersten Versuches jedoch fing die Kaniile 
an herauszufallen, wobei dennoch die Fistelexkretion 
(Tabelle V, Hund Nr. I) fast normal verlief. Am néchsten 
Tage war die Kaniile vollkommen herausgefallen und der Hund 
kam kirzlich um. 


Tabelle V. 


Menge Stickstoff Zucker | Fette 


des aufgenommenen Chymus 


Verdauungsstunden : 
in °/o der Gesamtausscheidung 


| 


‘. | . | v. | n. 7 | @ 





Hund Nr. I. 
1 42 | 14] 38 16 60 | 19 16 | 15 
2—3 31 
4—8 27 


Gesamtausscheidung] 49) | 19g | 56 | 43 BB | 24 10 | 8 
in °/o des Gegebenen 


is} 29 | 17 | 40 13 | 26 | 23 
68 | 33 | 67 0 | 68 | 58 | 52 
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Hund Nr. Il und Nr. III. 


1 5 24] 48 | 26 90 | 29 11 | 5 
2—3 22 | 48] 26 | 31 | 10 | 71 | 35 
4—8 20 | 23| 26] 48 | — | — | 54 | 87 
| | 
| 


Gesamntausscheidung} , 47 
ng “ 
in °/o des Gegebenen 


K() |\V(D)] KM | VDP KM | Vay v. | on. 


~] 
or 

















117 | 59 | 69 66 | 75 30 | 


Ahnliches Resultat wurde an einem anderen Hund 
(Nr. III) erzielt, bei dem das Jejunum zuerst umgeschaltet worden 
war und einen Monat darauf 10 cm unter der distalen Ana- 
stomose eine Fistel angelegt wurde. Als Kontrollhund diente 
ein anderer Hund (Nr. Il), dem Gewicht und seiner Rasse nach 
vollkommen passend. Wahrend der Versuche an diesem Hunde 
(Nr. Ill in der Tabelle V) war desgleichen zu erkennen, dah 
der Chymustransport im Darme ungeachtet der Um- 
kehrung des Jejunums normal vor sich ging: aus der 
Fistel trat der Chymus in Strahlen und tropfenweise 
aus. Auch das Bruttoresultat der Fistelentleerung 
erwies sich als mehr oder minder normal. Es fallen 
nur die Fettzahlen auf; in dieser Hinsicht geben beide das 
gleiche Resultat. Bei dem ersten Hunde hatte die Exkretion 
nicht ihr Ende erreicht; der Hund erbrach und im Erbrechen 
erwiesen sich Spuren von Zucker, 14°/o Stickstoff und 38°/o 
Fett in bezug auf die mit der Milch eingegebenen Verhiltnisse 
derselben. Das Fett war somit im Magen stark zuriickgehalten 
und seine Exkretion verzégert worden. Beim zweiten Hund 
(Nr. II]) wurde in den letzten Stunden eine grofie Menge Fett 
ausgeschieden. 

Der zeitliche Verlauf der Exkretion war in beiden Ver- 
suchen abweichend von der Norm und zwar war die Exkretion 
aus der Fistel im Verlaufe der Verdauung nicht vermindert, 
sondern sie nahm im Gegenteil zu. 

Die vielen Fragen, welche sich hier ankniipfen, miissen 
durch weitere Untersuchungen in derselben Richtung gekliirt 


werden. 
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e) Zur Frage nach der Gleichwertigkeit des Jejunums 
und des Jleums. 


Die Frage nach der Gleich- oder Ungleichwertigkeit des 
Jejunums und des Ileums kénnte am besten durch eine Trans- 
plantation des einen an die Stelle des anderen entschieden 
werden. Die zweckmiéfbigste Versuchsanordnung wire selbst- 
redend diejenige, bei welcher die Wechseltransplantation an 
einem Hunde ausgeftihrt wurde, der mit zwei Fisteln versehen 
wiire, eine am Ende des Jejunums, die andere am Ende des 
lleums, wobei die Entleerung aus beiden Fisteln vor und nach 
der Transplantation untersucht werden miifte. Der Versuch hat 
jedoch erwiesen, dah ein Erfolg von der erwahnten Wechsel- 
transplantation bei einem Zweifistelhunde kaum zu erwarten 
ist. Es wurde deshalb eine derartige Transplantation an einem 
gesunden Hunde ausgefiihrt und darauf an den Enden der 
transplantierten Darmabschnitte je eine Fistel angelegt und 
die Exkretion aus ihnen im Vergleich mit der Exkretion bei 
einem vollkommen normalen Fistelhunde bestimmt. Vielleicht 
gelingt es auf diesem Wege, gewtinschte Resultate zu erzielen. 


Vil. 


Die Bedeutung fiir den Verlauf der Verdauung der Anomalien im 
Bestande des Mageninhaltes. 


Von 
R. S. Krym. 


Bei normalem Verlauf der Verdauung wird das Nahrungs- 
eiweil} im Magen dank der Einwirkung dessen Saftes allméhlich 
in Lisung iibergefiihrt, wobei die Verdauungsprodukte samt un- 
verdautem Material und Magensaft portionsweise in den Darm 
beférdert werden. Unter pathologischen Bedingungen konnen’ 
siimtliche Bestandteile des Mageninhaltes in quantitativer Hin- 
sicht abgeiindert werden. Es entsteht daher die Frage, wie 
diese Veriinderungen die Arbeit des Magens beeinflussen. Leider 
ist die experimentelle Methodik noch nicht so weit fortge- 
schritten, daB es méglich wire, die betreffenden pathologischen 
Verhiiltnisse (ulcus ventriculi, carcinoma usw.) kiinstlich her- 
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vorzurufen, so dai man gendtigt ist, die anormalen Bedingungen 
durch verschiedene Zusiitze zu der Nahrung zu schaffen. 
Ausgehend von diesen Betrachtungen wurde an einem 
Magenfistelhunde die Reihe der folgenden Versuche angestellt. 
Zu einer gewissen’ Menge (40 g) feinen Fleischpulvers (aus 
ausgekochtem Fleisch) wurde entweder Wasser oder Salz- 
siiureldsung, oder Sodalésung, oder natiirlicher Magensaft, oder 
Pepsin Witte, oder endlich Produkte des im Magen bei dem- 
selben Hunde verdauten Versuchspulvers zugesetzt. Der Ver- 
suchshund wurde nach der Eingabe des Nahrungsgemisches 
fiir 2 Stunden im Gestell gelassen, worauf der Mageninhalt 
entleert und auf den Siiuregehalt, den Stickstoff der gerinn- 
baren und nicht gerinnbaren Substanzen analysiert wurde. Die 
gewonnenen Resultate sind in der folgenden Tabelle angefiihrt. 










































Ver- | Menge des Saure- N Ge- 

ohe _(Verfiitterten * unkoagulier-| koagulier- [samt-N 

suchs Fleisch- éusaiz gehalt barer barer %o des 

num=) pulvers n/1o- |Substanzen des Magenbreies}| ZUS¢- 

| mer g g resp. ccm ccm g fp des Gesamt-N| fuhrten 
1] I 40 a 85 0,233 | 90) 45 
Il 40 — 83 0,404 | 86 53 
III 40 -— 70 0,106 | 90 Al 
IV 33 7g 90 0,799 | 78 71 
25 yy » 7 512 72 jf 
V 290 15 Magen- 78 051 | ( 39 
VI 25 15 > wai 93 0919 | 67 * | 58 
; Vil 20 20 » { dauungs-| 77 1310 | 641 72 
vil} 10 | 30» |produkte | 110 1390 | — 64 
IX 10 | 30> 110 1850 | 38 64 
X 40 5Occm™10-) Salz-] 90 0,799 | 78 71 
- sdure- - , - 
XI 40 50 » 2/5-} lé- 147 0,952 | 61 78 
XII 40 50 » » | sung | 153 0,567 | RO 80 
XIII 40 50 | n/5- 30 0,704 | 84 85 
. XIV 40 100 > Soda- 6 0,337 | 9) 83 
XV 40 100 >» | lésung 6 0,337 | 92 83 
XVI 40) 0.5 ¢\ Pepsin | 110 0619 | 82 72 
XVII 40 1 » f Witte | 401 0,798 79 7D 
XVIII 40) 50 ccm) Magen- | 63 0,465 82 49 

XIX 40 100 » J saft 140 0,798 79 75 e 
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Die gewonnenen Zahlen gestatten folgende Schliisse zu 
ziehen. 

1. Wird ein Teil (18%/o —75°/o) des Fleischpulvers 
durch Produkte seiner Verdauung im Magen ersetzt, 
so entsteht dadurch dennoch keine beschleunigte 
Entleerung des Magens. Man ist deshalb kaum berechtigt, 
anzunehmen, daf der Verlauf der Magenentleerung bei Fleisch- 
verdauung mit der Anhiufung von Verdauungsprodukten in 
Zusammenhang steht. 

2. Ein UberfluB von Salzsiure im Mageninhalt 
iibte unter den gegebenen Bedingungen eine hem- 
mende Einwirkung auf die Magenentleerung aus, ob- 
gleich die Verdauung hierbei gut vonstatten ging. Merkwiir- 
digerweise fiihrte bei diesem Hunde die Vermehrung irgend 
eines Bestandteiles des Mageninhaltes (Salzsiure, Pepsin, Ma- 
gensaft) zu einer gewissen Herabsetzung der Magenarbeit. 
Dieser Hund gehodrte zu denjenigen, bei denen die Magen- 
verdauung iiberhaupt sehr triage vor sich ging. Das Verhalten 
dieses Hundes gegeniiber dem Ansiiuern oder Alkalisieren der 
Nahrung wird nicht bei allen Hunden beobachtet. Viel allge- 
meiner erscheint das Verhalten der Hunde, von denen oben 


(S. 340) mitgeteilt wurde. 


VII. 


Verdauungsversuche mit Magenmilch. 
Von 
Z. O. Mitschnik. 


Wenn die ungeniigende Bearbeitung der Nahrung im 
Magen tiberhaupt eine Belastung des Darmes zur Folge hat, 
so ist eine derartige bei Milchkost besonders ungiinstig, da 
die im Magen nicht geronnene resp. nicht rasch fest gewordene 
Milch recht rasch unverandert in die unteren Abschnitte des 
Darmes iibergefiihrt wird, wo die Verdauung langsam erfolgen 
und bei Anwesenheit von Bakterien einen anormalen Verlauf 
nehmen kann. 

Es driingt sich bei solchen Umstiinden der Gedanke auf, 
statt der gew6hnlichen Milch dieselbe in dem Zustande zu 
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verabreichen, in dem sie sich im Magen nach der normalen Ein- 
wirkung von Magensaft befindet. Die Milch wird im Magen verdaut 
entweder in der Weise, daB sich ein lockeres Gerinnsel bildet, 
das allméhlich schmilzt und in den Darm iibergeht, oder aber 
es bildet sich ein kompakter Ballen, der lange im Magen liegen 
bleibt. Es unterliegt keinem Zweifel, dab die Bildung eines 
lockeren Gerinnsels der Norm der Magenverdauung niiher 
kommt. 

Von diesen Tatsachen ausgehend, kénnte angenommen 
werden, dai es am meisten dem Zweck entsprechen wiirde, 
die Bedeutung eines Ersatzes der Milch durch dasjenige Pro- 
dukt derselben, das 30—40 Minuten nach ihrer Einnahme im 
Magen gebildet wird, zu priifen. Wird dieser Mageninhalt durch 
ein dichtes Haarnetz durchgesiebt, so erhilt man eine diinne 
Emulsion. Dieselbe wird dann zur Hilfte (2: 1) mit abgerahmter 
Milch versetzt und unter Umrihren bis auf 80—85° C. er- 
hitzt, so entsteht eine Fliissigkeit von folgender Zusammen- 
setzung: Séiuregehalt: 60—70°/o; Stickstoff: 0,5—0,55°/o; 
Zucker: 3—4°/o; Fett: 3—3,5°/o; ungerinnbare Eiweifver- 
dauungsprodukte: 27°/o der gesamten N-Substanzen, darunter 
85°/o Albumosen; Grad der Fettspaltung: 20°/o. 

Versuche in vitro haben ergeben, dal dieses Priaparat 
im Vergleich zur Milch durch Magensaft ungleich rascher ver- 
daut wird. Pankreassaft wenigstens in vitro scheint nicht in 
demselben Sinne zu wirken. 

Wie aus den Analysezahlen ersichtlich, unterscheidet 
sich die Magenmilch (oder Peptomilch) scharf von der Eiweib- 
milch von Finkelstein und Mayer, mit der sie ihrem Aus- 
sehen nach verglichen werden koénnte. 

Versuche am «polychymotischen» Hunde ergaben, dab 
unter sonst gleichen Bedingungen die Magenmilch hauptsiachlich 
dank den Albumosen eine dreifach stéirkere Gallenabscheidung 
und dank der Séure eine bedeutendere (9:7) Ausscheidung 
von Pankreassaft hervorruft. Es ist jedoch wohl kaum mdglich, 
bloB hierdurch den hohen Heileffekt zu erkliren, den die 
Peptomilch bei ihrer Anwendung als einziges Nah- 
rungsmittel bei Kindern im Siéuglingsalter bei starken 
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Verdauungsst6rungen, die von unstillbaren Durch- 
fallen begleitet sind (Stadium decompositionis, intoxicatio, 
enteritis follicularis) bewirkt. Der erste sichtbare Effekt ist 
das rasche Aufhéren der Durchfialle, worauf eine allmihliche 
Gewichtszunahme des Kindes, eine Besserung des allgemeinen 
Habitus und des Selbstbefindens erfolgt. Natiirlich ist eine 
weitere Ausarbeitung dieser Frage erwiinscht. 


IX. 
Weitere Untersuchungen zur Erforschung der physiologischen 
Bedeutung des Netzes. 
Von 


M. R. Gillels. 


In der vorigen Mitteilung!) wurde von einem Hunde be- 
richtet, dem zuniichst beide Omenta reseziert und darauf das 
Mesenterium entfernt worden waren. Die Verdauungsstérungen 
traten erst ca. 2 Monate nach der zweiten Operation auf. Es 
ist aber miglich, daB diese Stérungen bereits infolge der ersten 
Operation in spiterer Zeit aufgetreten waren oder als Folge- 
erscheinung der zweiten allein. Ferner muf in Riicksicht 
gezogen werden, dafi nach dem Resultat des Studiums des 
allgemeinen Stoffwechsels auf eine Verdauungsstdrung nicht 
geschlossen werden kann, da kompensatorische Erscheinungen 
auftreten kénnen, die den Verdauungsdefekt decken. Von diesen 
Erwigungen ausgehend, unternahmen wir folgende Versuche: 

Bei einem Hunde wurden nach der Beobachtung des 
allgemeinen Stoffwechsels bei einer Tagesration von 200 g 
Fleisch, 30 g Stiirke und 10 g Schweinefett sowohl das Omentum 
minus als das Omentum majus samt Milzmesenterium und dem 
Nebennierenmesenterium unter Schonung der Gefafe dieser 
Organe entfernt. 8 Tage nach der Operation wurde der Hund 
abermals in den Kiifig eingebracht, auf die friihere Ration gesetzt 
und der Stoffwechsel bei ihm einer Untersuchung unterzogen. 
Da es sich herausstellte, daf bei dem Hunde keinerlei Ver- 
iinderungen des Stoffwechsels eingetreten waren und der Harn 


1) Diese Zeitschrift, Bd. 81, S. 425. 
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vollkommen zuckerfrei war, wurde er auf 2'/: Monate aus 
dem Kafig herausgelassen und dann der Stoffwechsel noch- 
mals gepriift; auch diesmal konnten keine Anderungen kon- 
statiert werden. 

Einem anderen Hunde wurde nach der Beobachtung des 
Stoffwechsels eine Exzision des Mesenteriums ausgefiihrt. Zwei 
Wochen nach der Operation und darauf noch einmal nach Ver- 
lauf von weiteren 2 Monaten wurde der Stoffwechselgang wieder 
gepriift. Es lieSen sich wieder keine Anderungen aufweisen. 

Die Verdauungsst6rungen beim Hunde, bei dem zuerst 
die Omenta und dann das Mesenterium reseziert worden waren, 
traten ca. 2'/2 Monate nach der ersten Operation, resp. 
ungefiihr 11/2 Monate nach der zweiten auf. Bei den oben 
erwahnten Hunden lieBen sich aber auch 4 Monate nach der 
gesondert ausgefiihrten Operation keine Verdauungsanomalien 
wahrnehmen. Daraus kénnte man den Schluf ziehen, daB die 
physiologische Funktion des Omentum nach dessen 
Ausschaltung durch das Mesenterium kompensiert 
wird. Sollten sich die Verhéltnisse wirklich so gestalten, so 
miiBte man erwarten, daB ein Hund, dem gleichzeitig beide 
Omenta und das Mesenterium gleichzeitig ausgeschnitten worden 
sind, ganz rasch Verdauungsanomalien aufweisen wiirde. Ahn- 
liche Versuche sind von uns in Aussicht gestellt worden. 

Was nun die Versuche an Darmfistelhunden anbetrifft, so 
erwies es sich, dafi, wahrend ein normaler Hund eine Ent- 
fernung des Netzes leicht ertragt, ein Fistelhund nach dieser 
Operation mehr oder weniger rasch zugrunde geht. Unsere 
Beobachtungen betreffen 5 gewOhnliche Hunde und 3 Fistel- 
hunde. Wéahrend die ersten ohne jegliche Komplikation am 
Leben blieben, kamen letztere alle 2—3 Wochen nach der 
Operation um, wobei bei der Obduktion die Ursache des Todes 
nicht zu erkennen war. Also erscheint eine scheinbar un- 
bedeutende Abweichung von der Norm im Darme, wie 
das Vorhandensein einer Fistel, die Entfernung des 
Netzes zu einer ernsten Komplikation zu gestalten. 

Weitere Versuche sind im Gange. 


25* 
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X. 


Zur Kenntnis 
der selbstandigen Absonderung verschiedener Verdauungsdrisen 
bei normaler und defekter Verdauung. 


Von 


P. P. Brjuchanow. 


Die selbstiindige Absonderungstiatigkeit verschiedener Ver- 
dauungsdriisen unter dem Einflusse der im Darm unterhalb der 
plica duodenojejunalis erfolgenden Prozesse kann an einem 
«panchymotischen» Hunde in genauer Weise studiert werden. 
Wir haben nun an einem solchen Hunde eine Serie von Ver- 
suchen in folgender Weise angestellt. Derselbe wurde im Ge- 
stell in der tiblichen Weise ausgeriistet und fiir eine Stunde 
ohne weiteres stehen gelassen zwecks einer Beobachtung der 
Titigkeit der Verdauungsdriisen unter den gegebenen Ver- 
hiltnissen. Darauf wurde im Verlauf von 5 Minuten 50 ccm 
5% /oiges Witte-Pepton in das Jejunum eingespritzt und wahrend 
einer Stunde der Verlauf der verschiedenen Saftsekretionen 
registriert. Dann wurde in derselben Weise die Beobachtung 
der Sifteausscheidungen nach der Einfiihrung einer sauren 
("/1o) und alkalischen (6°/oige Sodalisung) desselben Peptons 
gemacht. 

Wie aus der beifolgenden Tabelle I ersichtlich, ergaben 
die Driisen des Verdauungstraktes selber keinerlei 
Reaktion auf die gepriiften Versuchslésungen; die 
Ausscheidung des Magens z. B. stellte ein Gemisch 
von Schleim und Speichel dar. Dagegen reagierten die 
auBerhalb des Verdauungskanals gelegenen Driisen in charak- 
teristischer Weise. Durch Einfiihrung einer wisserigen 
Peptonlésung wird Absonderung von Galle hervor- 
gerufen, wobei die Absonderung durch eine Ansédue- 
rung der Lésung mit Salzséure (bis zu "/10) durchaus 
nicht verindert wird; demgegeniiber erfolgt die Galle- 
absonderung gar nicht, sobald das Pepton durch Soda 
alkalisiert worden ist. Ganz anders verhielt sich die 
Bauchspeicheldrtise. Das in gewOhnlichem oder mit 
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6°/o Soda versetztem Wasser geléste Pepton rief 
keinerlei Reaktion von seiten des Pankreas hervor; 
eine Reaktion erfolgte nur nach Zusatz von Salzsiaure. 

Der Jejunalchymus ist sehr reich an héheren Verdauungs- 
produkten. Die letzteren tiben einen anregenden Einflu8 auf 
die Ausscheidung der Galle und des Pankreassaftes aus. Die 
Ziffern der Tabelle zeigen nun, da mit Anderung der chemischen 
Reaktion des Chymus auch sein Einflu8 auf die Sekretionen 
sich iindert. Solange die Reaktion des Darminhaltes sauer oder 
neutral ist, erfolgt eine Gallenabscheidung; sobald aber die 
Reaktion alkalisch wird, sistiert diese Einwirkung. Solange 
ferner die Reaktion eine saure ist, ruft der Chymus eine 
Sekretion des Pankreassaftes hervor; wird die Saure neutra- 
lisiert, so hért die Erregung dieser auf. 

Die Entfernung des Jejunums miifte zu einer Verminderung 
der saftauslOsenden Wirkung des Diinndarmes fiihren. 

An oben erwéhntem «panchymotischen» Hund wurde 
nun eine Jejunumresektion ausgefiihrt mit der Absicht, die an- 
gebenen Versuche nach der Operation zu wiederholen. Leider 
aber vermochte der Hund die Jejunumausschaltung nicht zu 
libertragen. Aus diesem Grunde wurde ein zweiter Hund mit 
einer zweikammerigen Fistel am Duodenum zwischen beiden 
Papillen mit unterbundenem ersten Pankreasgang gewihlt und 
an ihm Versuche nach dem Muster der soeben beschriebenen 
vor und nach einer totalen Jejunumreaktion angestellt, nur 
wurde das Pepton natiirlich schon ausschlieflich in salzsaurer 
("‘10) Loésung eingefiihrt. 

















Tabelle II. 
Cn ____________ 
Num- Galle Pankreassaft 
yen vor | nach vor | nach 

des 
Ver- der Einspritzung der Einspritzung 
suches} ccm | N _ ccm (N mg)} ccm |Mett(mm)| ccm |Mett (mm) 
| | | | 
Kontrollversuche. 
I 0 | _ | 13 | 58 15 1 36 | 4 
un} o | — | 12 | 53 | 19 2 32] 5 
| | | 
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Fortsetzung. 
Num- Galle Pankreassaft 
om vor | nach vor | nach 
Ver- der Einspritzung der Einspritzung 
suches} ¢em | N ecm (N mg)} ccm ‘Mett (mm) cem |Mett (mm) 
Nach der Resektion. 
Ill 0 _— 0) | ~- 10 6 | 10 | 6 
IV 0 — 14 --- 10 2 — 630 | 2 
vTrte@| ~ 8 | 32 | 17 2 | 24 | 2 
VI 0 — | 15 — 13 2 | 25 | 3 
VII 0 — | 1 | — | 13 2 | 30 | 2 

















Aus den Zahlen der Tabelle ist deutlich zu ersehen, daf 
nach einer Jejunumresektion die erwartete Verminderung der 
Sekretausscheidung auf das gepriifte Agens nicht auftrat. 

Vielleicht k6nnte diese Erscheinung dadurch erkliirt 
werden, dai die Sifteausscheidung unter den gegebenen Be- 
dingungen auf dem hi&matogenen Wege zustande kommt, 
welcher Weg durch die Darmausschaltung nicht gestért wurde. 
Es ist aber auch nicht ausgeschlossen, dafi es sich hier um 
gewisse Kompensationserscheinungen handelt. 


Xl. 
Maximale Reduktion des Verdauungstraktus. 
Von 


S. F. Kaplan. 


Wie bekannt, wird der AusschluB des Magens durch den 
Darm kompensiert, wenn auch nicht in ganz vollem Mabe. 
Es drangt sich nun die Frage auf, ob der Darm hierbei das 
Maximum seines kompensatorischen Vermigens entwickelt oder 
ob er noch geniigend Reservekriifte zuriickhilt, neue Defekte 
im Verdauungstrakte zu kompensieren. In dieser Hinsicht ist 
vor allem folgender Versuch angestellt worden. Vier Monate 
nach Entfernung des Magens wurde einem Hunde ein relativ 
geringer Teil des Jejunums reseziert (80 cm). Die Operation 
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war spit abends ausgefiihrt worden, gegen Morgen des fol- 
genden Tages stellte sich Erbrechen ein, wobei mit fliissigen 
Massen ein Kniiuel von Bandwiirmern ausgeworfen wurde. In 
den ersten 2 Tagen nach der Operation war das Erbrechen 
recht haufig, nahm jedoch vom dritten Tage ab, obgleich es in 
groBeren oder geringeren Unterbrechungen bis zum Tode an- 
hielt. Vom dritten Tage nach der Operation an erhielt der Hund 
reichlich Milch, wobei er im Laufe des Tages in kleinen Portionen 
200—300 ccm einnahm. 9 Tage nach der Operation ging der 
Hund ein. Bei der Autopsie erwies sich die Darmanastomose 
gut verheilt, von einer Peritonitis war nichts zu erkennen. Die 
einzige auffallende Anomalie war eine Ausdehnung und Schlaff- 
heit der zur Anastomose zufiihrenden Jejunumschlinge, welche 
aller Wahrscheinlichkeit nach auch den Tod herbeigefiihrt hat; 
der ganze Darm unterhalb der Anastomose war kontrahiert, 
verengt und vollkommen leer. Kurz, die Anastomose funktio- 
nierte entweder gar nicht oder ungeniigend infolge einer nicht- 
erfolgten Hypertrophie der zufiihrenden Schlinge. Bis zum Er- 
scheinen weiterer Untersuchungen in dieser Richtung muf somit 
anerkannt werden, daB die Entfernung des Magens die Mobili- 
sierung des gesamten kompensatorischen Vermégens des Jeju- 
nums zur Folge hat. 

Ein ganz anderes Resultat wurde bei einem anderen 
magenlosen Hunde von mehr als 10 Kilo Gewicht nach Ent- 
fernung des Ileums erhalten. Im Verlaufe der ganzen_ post- 
operativen Periode wurden kein Mal weder Erbrechen noch 
Ubelkeitsbewegungen beobachtet. Die ersten 2 Tage nach der 
Operation nahm der Hund keine Speise an, vom dritten Tage 
an nahm er gern Milch in geringen Mengen (200—400 ccm 
pro die), veweigerte jedoch die Aufnahme fester Nahrung, wie 
Brot, wenn dasselbe auch mit Milch zu einem Brei vermischt 
war. Ca. 8 Tage nach der Operation nahm er auch einen der- 
artigen Brei gern an. Solange der Hund sich nur von Milch 
ernihrte, waren seine Faeces geballt und gut geformt, beim Uber- 
gange zu Brot mit Milch wurden die Faeces diinnfliissiger, wobei 
folgende Erscheinung beobachtet wurde: der Hund entleerte 
mehrere Male am Tage Faeces; die erste Portion derselben folg- 
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lich nach der Nahrungsaufnahme war diinnfliissiger, wiihrend die 
iibrigen das Aussehen vollkommen normaler Faeces hatten. 





Tabelle I. 
Zahl Bilanz Kérpergewicht 
der Futter Stickstoff |'Reduzierende}] Zu- (+) resp. 
Versuchs- pro Tag Substanzen | Abnahme (—) 
tage a) b) | a) | b) a) |b) 





400 cem Milch | | | 
3  |400g¢ Brot +-1,92/-+-1,31) 176 | 168 | + 50/+ 50 
300 ccm Wasser | | 
400 ccm Milch | 
15 500 g Brot + 3,04 -+-1,96) 219 | 209 |-+-1100 | + 900 
400 ccm Wasser | | | | 


590 g Brot | antl 2 oon | 
3 |800 cem Wasser| — Biteiod iad 7. 














Vor der Resektion des Darms wurde bei diesem Hunde 
die Assimilation von Stickstoff und der Kohlenhydrate bei einer 
Eingabe im Verlaufe von 3 Tagen von 400 ccm Milch, eben- 
soviel Wasser und 400 g Brot, und darauf im Verlaufe von 
15 Tagen von derselben Quantitét Milch und Wasser, jedoch 
500 g Brot gepriift. Nachdem der Hund nach der Ileumresektion 
sich vollkommen erholt hatte, wurde der Stoffwechsel bei der- 
selben Nahrung wieder untersucht. Aus der Zusammensetzung 
der Zahlen vor (v) und nach (n) der Resektion ist es ersicht- 
lich, daB die Entfernung des Ileums keinerlei Veranderung in 
der Ausnutzung der betreffenden Nahrung verursachte. Ebenso 
gut ging die Stickstoffsparung, die Resorption der Kohlenhydrate 
sowie der Zuwachs des K6érpergewichtes vor sich. 

Da, wie bekannt, der Dickdarm nur bei der Resektion des 


Jejunums eine kompensatorische Rolle spielt, konnte a priori 


erwartet werden, dafi die Entfernung des Dickdarms hier keine 
merkbaren Stdrungen der Speiseausnutzung hervorrufen wird. 
Zwei Monate nach der letzten Operation wurde bei demselben 
Hunde das ganze Colon entfernt, wobei durch eine direkte 
Anastomose das Rectum mit dem Anfangsteil des Colons ver- 
einigt wurde. 
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Vom dritten Tage an nahm der Hund Milch zu sich, vom 
fiinften Tage wurde der Milch Weibbrot zugefiigt, vom siebenten 
Tage begann die Bestimmung des Stoffwechsels bei Brotmilch- 
kost. Die erste auffallende Erscheinung war, dafi die Faeces des 
Hundes statt diinnfliissiger kompakter wurden, soda die Még- 
lichkeit gegeben war, den Kot und den Harn getrennt zu analy- 
sieren. Nach 2 Wochen aber nahm der Kot dasselbe Aussehen 
an wie vor der Colonentfernung. 

Die Stoffwechselzahlen zeigen, daB der Hund ebensogut 
die Nahrung ausnutzte wie vor der Dickdarmresektion. 

Es sind schon 4 Monate nach der letzten Operation, resp. 
8 Monate nach der ersten verflossen und der Hund ist stets 
bei bester Laune, ohne Abmagerung zu zeigen. 

Die Beobachtung wird fortgesetzt. 


Tabelle II. 








Zahl on N- Kohlen- | K6rpergewicht 
Ver- pro . Bilanz}_ nicht resp. 
suchs- oo fuhr Harn) Kot resorbiert] Abnahme (—) 
e Cc 5 j i 


| | 
lage gi/g|e g g 
: , 





L000 cem Milch 

3 | 600 ¢ Brot 15,0 | 15,86 2,13]— 2,99) 1,5 — 50 
1000 cem Wasser | | 

1500 cem Milch ; | 

3 900 g Brot 22.5 | 16,69 4,05 |4-1,79] 8,9 +. 650 
1500 ccm Wasser | 






































Untersuchungen iiber die physikalischen Eigenschaften 
und die chemische Zusammensetzung des Froschharns. 


I. Mitteilung. 
Von 
Shozo Toda und Katsuta Taguchi. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitit in Kyoto.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16. August 1913.) 


In dem Mabe, als der anatomische K6rperbau einer Tierart 
aufgeklirt ist, wichst auch das Interesse, die Fragestellung in 
Angriff zu nehmen, aus welchen Bausteinen die einzelnen Organe 
der betreffenden Tierart zusammengesetzt sind und welche 
chemischen Vorgiinge sich darin abspielen. Hierbei ist es von 
besonderem Interesse, die Zusammensetzung des Harns zu er- 
mitteln, denn die wichtigenstickstoffhaltigen Stoffwechselprodukte 
sowie die gelésten Mineralstoffe treten bei allen Tieren meist 
im Harne auf. 

Trotz der Fiille der Beobachtungen tiber den anatomischen 
Bau des Frosches und trotzdem der Frosch zur Entscheidung 
mancher wichtiger physiologischer Fragen Anwendung fand, 
liegen merkwiirdigerweise bis jetzt nur iuberst spiirliche Mit- 
teilungen tiber den Froschharn vor. 

Eberhard Nebeltau!') nahm die Fragestellung nach dem 
Auftreten von Fleischmilchséure im Harne nach der Ausschaltung 
der Leber bei Fréschen in Angriff und untersuchte gleichzeitig 
zum Vergleich den Harn von normalen mit Mehl- und Regen- 
wiirmern gefiitterten Eskulenten. Es seien die wichtigen An- 
gaben, welche er iiber den normalen Froschharn gemacht hat, 
in aller Kiirze in folgendem angefiihrt: Der Harn reagiert sehr 
schwach sauer; das spezifische Gewicht betriigt hdchstens 
1,0015. Die Menge der festen Stoffe betragt 0,1062°/o. Harn- 
stoff, Ammoniak, Schwefelséure, Salzsiure und Phosphorséure 
lieBen sich nachweisen, Harnséure dagegen nicht. 





1) Eberhard Nebeltau, Zeitschr. f. Biol., Bd. 25, S. 123. 
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E. Poulsson!) konnte in einer Arbeit iiber Harnstoff- 
bildung bei Frdéschen zeigen, dafh der Froschharn arm an Harn- 
stoff ist, und daB der Gehalt des Harns an Harnstoff eine er- 
hebliche Zunahme nach der Einspritzung von Ammoniaksalzen 
erfiihrt, die grOBer ist, als sich aus der einverleibten Ammoniak- 
menge berechnet. Aus diesen Ergebnissen zog er den Schluf, 
dafi in diesen Versuchen die Frésche nicht nur alles einver- 
leibte Ammoniak mit Leichtigkeit in Harnstoff umgewandelt 
haben, sondern dai noch mehr Harnstoff gebildet wird, was 
offenbar darauf zuriickzufthren ist, daf die Ammoniaksalze den 
Stoffwechsel der Frésche bedeutend angeregt und einen Ei- 
weilizerfall herbeigefiihrt haben. 

Bei dieser Sachlage hielten wir es fiir angezeigt, die 
physikalischen Eigenschaften und die Zusammensetzung des 
Froschharns einer systematischen Untersuchung zu unterwerfen. 

Als Versuchsmaterial bedienten wir uns der Sommer- 
frésche (Rana esculenta). Die Tiere befanden sich in einem 
geriiumigen mit wenig Wasser gefiillten Froschkasten. Um den 
Harn ohne Verlust zu gewinnen, haben wir meist nach dem 
Vorschlag von G. Aldehoff?) den Tieren die Haut um den 
Anus mit einem dicken weichen Faden abgebunden und die 
Ligatur 24 Stunden liegen lassen. In einigen Fallen gelang es 
uns, den Harn in gentigender Menge nur durch die Katheterisation, 
wie Kurata Morishima’) seinerzeit getan hat, zu sammeln. 


I. Die physikalischen Eigenschaften des Froschharns. 
Der Froschharn ist diinnfliissig, wasserklar und fast farb- 
los; bei einer dickeren Schicht farbt er sich blafgelb. 
1. Reaktion. 


Wie aus der folgenden Tabelle zu ersehen ist, reagiert 
der direkt aus der Blase entnommene Froschharn meist 





') E. Poulsson, Archiv f. exper. Pathol. u. Pharmakol., Bd. 29s 
S. 244. 

*) G. Aldehoff, Zeitschr. f. Biolog., Bd. 28, S. 303. 

°) Kurata Morishima, Archiv f. exper. Pathol. u. Pharmakol., 


Bd. 42, S. 34. 
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schwach sauer gegen Lackmuspapier; zuweilen liBt sich 
jedoch neutrale oder alkalische Reaktion beobachten. 
































Tabelle 1. 
| Gesamtzahl | Zahl der . 
—— | pm sauer | neutral alkalisch 
| reagierenden |reagierenden reagierenden 
| Harnproben | Harnproben | Harnproben | Harnproben 
1.vi.i9i2 | 27 | 17 i 7 5 
2. | 84 20 5 CO 9 
3. | 28 | 19 | 1 | 5 
22. | 30 | 28 2 0 
24. | 30 23 5 | 2 
26. | 28 19 2 | 7 
28. | BB 26 6 . 
Summe ...| 207 | 182 +'| «%286 #«=%+4| ~~ 2 


2. Das spezifische Gewicht. 


Das spezifische Gewicht wurde stets mittels des Pyknometers 
bestimmt. Es schwankt bei 23—26° zwischen 1,0009—1,0018. 


Tabelle 2. 


a ___ ________ _* 
Temperatur Spez. 
Datum |des Harnes G 

° e- 
bei der | - 
1912 Wagung wicht | 





Bemerkungen 





19. VIII. 25° | 1,0012 Der Harn war klar und sauer 





19, 25° = 1,0012, » «=» » » » neutral 

19. 25° |1,0015 >» » » » »  alkalisch 

19. 23° (10014 » » »  schwach getriibt und sauer 
19. | 23° |10016 >» » >» ; > > neutral 
19, | 93° |10017/ > » » >» » > alkalisch 
28. | 26° | 1,0009 » > » klar und sauer 

28. | 26° | 1,0012 » > > > >» neutral 

28. | 26° 1,0016 » » > 2 >» alkalisch 

28. 26° 1,0018 > > » getriibt und alkalisch. 








&o 
~] 
~~ 
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3. Der osmotische Druck. 


Daf eine einfache Beziehung zwischen der Gefrierpunkts- 
erniedrigung und dem osmotischen Druck der Lésung besteht, 
ist bekanntlich durch die folgende Raoult-van t’Hoffsche 
Forme! festgestellt. 

P = 0,082 cT 

Hierin bedeutet P den osmotischen Druck, T die absolute 
Temperatur, c die molekulare Konzentration der Lésung. 

Ist die Differenz zwischen dem Gefrierpunkt einer Losung 
und dem des Wassers bekannt, so ergibt sich c der ersteren 
ohne weiteres aus der folgenden Formel: 
= 

1,86 
wo A die beobachtete Gefrierpunktserniedrigung bezeichnet. 

Unter Zugrundlegung der oben angefiihrten Formeln haben 
wir den osmotischen Druck und die molekulare Konzentration 
des Froschharnes aus der beobachteten Gefrierpunktserniedrigung 
berechnet. Die Resultate sind in der folgenden Tabeile zu- 


sammengestellt. 


Cc 


























Tabelle 3. 
| Gefrier- | Osmot. | | 
Datum punkts- | Druck le = A ne one 
lerniedri-| in |©~ 7.96) 6 
1912 | gung A | Atmosph. | an 
¥f Vill. 0,10 1,20 | 0,054 | Der Harn war klar und sauer 
20. | 0,11 1,32 | 0,059 > > » > >» neutral 
21. | O11 1,32 0,059 > > > >» >» alkalisch 
| ‘ , | - Der Harn war schwach getriibt 
22, | 0,12 144 | 0,065 ot einai 
, | ' <2 -, | Der Harn war ziemlich getribt 
23. | 0.13 | 1,56 | 0,070 | und alkalisch 
26. 0,09 1,08 | 0,048 | Der Harn war klar und sauer 
26. | 0,105 125 | 0,056 | >» » » » » neutral 
97, | 0103 | 123 | 0055 | » » » » » sauer 
37. | 0,085 | 1,03 a 0,046 | > > » > >» neutral 
Mittel-} g106 | 1,27 | 0,057 | 


werte | 
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4, Die elektrische Leitfihigkeit. 


Die Bestimmung der elektrischen Leitfihigkeit erfolgte 
nach der Kohl rauschschen Methode mit Induktor und Telephon. 

In der folgenden Tabelle ist die spezifische elektrische 
Leitfahigkeit des Froschharnes bei 20° in reziproken Ohm 
angegeben. 


_ Tabelle 4. 
————————EEEEEE—————EEE=E—=——————————=—$—=—=——=E——————————————— es 
| Spez. elektr, | 
Datum | Leitfahigkeit | Bemerkungen 


in reziproken| 
Ohm | 





15. VII.1912, 0,67- 10° | Der Harn war klar und neutral 











15. 0,75-107° | »  »  »  »  » schwach alkalisch 
15. 0,61 - 1073 | > > > > > sauer 

17. 0,76-107? | » » +» » » neutral 

17. 093-1073 | » » .» » » gauer 

17. 0,64 - 1073 | » > > » >» neutral 

17. 065-107? | » =» » »  » gchwach alkalisch 
19. 0,77-107? | » > » schwach getriibt und alkalisch 
19. 0,60-1072 | >» ie. | . : > sauer 
19. 1,01 - 1073 | >» > > > > » neutral 
19. | 121-1077 | > >» >» > > > alkalisch 
Mittelwert..| 0,78 - 1073 





II. Die chemische Zusammensetzung. 


Zur Bestimmung der festen Stoffe verdunstete man 50 ccm 
Harn in einem nach der Vorschrift von Neubauer!) kon- 
struierten Apparate bei Wasserbadtemperatur zur villigen 
Trockne. Das Ammoniak, welches beim Verdunsten des Harns 
aus dem Harnstoff entstanden war, wurde in Normalschwefel- 
siiure aufgefangen, durch Titration bestimmt und auf Harnstoff 
umgerechnet den gewogenen festen Stoffen zuaddiert. 

Die gewogenen festen Stoffe wurden in Wasser gelést, 
in eine Platinschale gebracht, auf dem Wasserbade zur Trockne 





‘) Neubauer-Hupperts Lehrbuch der Analyse des Harns. Elfte 
Auflage, Wiesbaden 1910, S. 65—66. 
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abgedampft und auf trocknem Wege verascht. Durch Sub- 
traktion des Gewichtes der Asche von demjenigen der simt- 
lichen festen Stoffe wurde die Menge der organischen Stoffe 


gefunden. 






































Tabelle 5. 
_ q Harnmenge]| Feste Stoffe | Organ. Stoffe | Anorgan. Stoffe 
Datum . en a ae ee SE Some aa as mimes wit 

in ccm in g | in %o | in g | in °%/o | in g | in %o 
20. VI. 1912] 50 0.1182 0,2364 ] 0,0912 | 0,1824 |0,0270  0,0540 
22. 50 0,1192 | 0,2384 0,0930 |0,1860 0,0262 | 0,0524 
24. 50 0,1175 | 0,2350 | 0,0915 0,1830 | 0,0260  0,0520 
26. 50 0,1192 | 0,2384 | 0,0931 | 0,1862 | 0,0261 | 0,0522 
28. 50 0,1419 | 0,2838 | 0,1154 | 0,2308 |0,0265 | 0,0530 
29, 50 0,1279 | 0,2558 | 0,0957 | 0,1914 0,032 0,0644 
3. VIL 50 0,1311 | 0,2622 | 0,1048 | 0,2096 | 0,0263  0,0526 
5 50 0,1214 | 0,2428 | 0,0995 | 0,1990 | 0,0219 | 0,0438 
7. 50 0,1104 0,2208 0,0892 | 0,1784 |0,0212  0,0424 
10. 50 0,1090 | 0,2180 | 0,0861 | 0,1722 | 0,0229  0,0458 
11. 50 0,1505 | 0,3010 | 0,1116 | 0,2232 | 0,0389  0,0778 
12. 50 0,1175 | 0,2350 | 0,0920 | 0,1840 | 0,0255 | 0,0510 
13. 50 0,1147 | 0,2294 | 0,0913 | 0,1826 | 0,0234) 0,0468_ 
Mittelwerte ........./0,24 | — [0,193 | — | 0,053 








Der Harn von Sommerfréschen enthielt also als 
Mittel 0,193°/c organischer Stoffe und 0,053°/o Asche. 


Die anorganischen Bestandteile. 


Bevor die quantitative Analyse der einzelnen Aschen- 
bestandteile ausgefiihrt wurde, haben wir versucht, die gegen- 
seitigen Mengenverhiltnisse der wasserldslichen und wasser- 
unléslichen Bestandteile festzustellen. Die Trennung dieser 
beiden Aschenbestandteile geschah genau nach dem in Hoppe- 
Seylerschem Handbuch angegebenen Verfahren.') Die 
Resultate sind in folgender Tabelle zusammengestellt : 


‘) Hoppe-Seylers Handbuch der physiol.- u. pathol.-chemischen 
Analyse, Achte Auflage, 1909, S. 537. 
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Tabelle 6. 
Datum Harn-| Gesamtasche | Wasserlésl. Best. ]Wasserunlésl. Best. 
LE, “READE psi 
1912 in ccm] in g | in %of in g | in % in g in %o 





5.—25. VI. | 2000 | 1.0813 0,0541] 0,9652 | 0,0483 | 0,1161 | 0,0058 
25. VIL—4. VIL} 2000 | 1,0463 0,0523 | 0,9398 | 0.0470 | 0,1065 | 0,0058 
4.—29. VII. | 4000 | 1,8562 0,0464] 1,6682 | 0,0417 | 0,1880 | 0,0047 


Mittelwerte | — | — \o,0509] — | 0,0467 | _ 00053 




















In 100 cem Harn von Sommerfréschen waren als 
Mittel 0,0467 g wasserloslicher Salze und 0,0053 g 
wasserunliéslicher Salze enthalten. 

Zur quantitativen Analyse der einzelnen Aschenbestandteile 
wurden 21 Froschharn in einer Platinschale auf dem Wasser- 
bade zur Trockne verdampft und auf trocknem Wege verascht. 

Der Wasserauszug, worin die in Wasser lislichen Aschen- 
bestandteile enthalten waren, wurde auf dem Wasserbade 
eingeengt, sein Volumen durch Auffiilllen in einem genau ge- 
eichten Mefgefaifi bestimmt, ein aliquoter Teil davon mit einer 
genau kalibrierten Pipette fiir die Bestimmungen der einzelnen 
Stoffe entnommen und die dabei gefundenen Werte der Stoffe 
auf das Gesamtvolumen des Wasserauszuges umgerechnet. 

Die in Wasser nicht léslichen Aschenbestandteile léste 
man in verdiinnter Salzsiure, verdiinnte mit Wasser auf ein 
bestimmtes Volumen und verwendete einen aliquoten Teil zu 
Bestimmungen der alkalischen Erden, der Schwefelsiiure und 
der Phosphorsiiure. Die Mengen der in Rede stehenden Stoffe 
sind zu denjenigen der in Wasserausziigen vorhandenen gleich- 
namigen Stoffe addiert und der Einfachheit halber nur ihre 
Summe in folgende Tabelle eingetragen. 

Zur Bestimmung des Chlors bedienten wir uns der Me- 
thode von Volhard. Die Schwefelsiure wurde durch Salzsiiure 
und Baryumchlorid gefallt und als Baryumsulfat abgewogen. 
Die Phosphorséiure wurde zuerst durch Zusatz von Salpeter- 
siure und Ammoniummolybdat als phosphormolybdansaures 
Ammonium abgeschieden und dann nach der Vorschrift von 
Neumann titrimetrisch bestimmt. Der Kalk wurde aus einer 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXVII. 26 
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mit essigsaurem Natron versetzten Lésung durch oxalsaures 
Ammon als oxalsaurer Kalk gefillt, durch starkes Gliihen in 
Atzkalk tibergefiihrt und dann gewogen. Aus der vom Cal- 
ciumoxalat abfiltrierten Lésung fallte man das Magnesium durch 
Ubersattigung mit Atzammoniak als phosphorsaure Ammon- 
magnesia aus, verwandelte die letztere auf die tibliche Weise 
durch Gliihen in pyrophosphorsaure Magnesia und berechnete 
aus der gewogenen pyrophosphorsauren Magnesia die Magnesia. 
Zur Bestimmung des Kaliums und des Natriums wurden die 
beiden Alkalien nach mdglichster Entfernung der anderen 
Aschenbestandteile in Chloride tbergefiihrt, als solche ge- 
wogen und dann das Kalium als Kaliumplatinchlorid bestimmt. 
Durch Subtraktion des Chlorkaliums von dem vorher gefundenen 
Gewichte der Summe der beiden Chloralkalien wurde die 
Menge des Chlornatriums gefunden. 


























Tabelle 7. 

I. Analyse II. Analyse 
Verwendete Harnmenge 2000 ccm 2000 ccm 
Aschenmenge b> a iceaod in g | in °%o in g | in °/o 
Gesamtasche ..... 1,0813 0,0541 1,0463 0,0523 
eke ine «eG 0,1562 0,0078 0,1529 0,0077 
| ee 0,3055 0,0153 0,2974 0,0149 
ae a ee 0,0473 0,0024 0,0389 0,0020 
a ea ee 0,0164 0,0008 0,0159 0,0008 
| a ae 0,3338 0,0167 0,3274 0,0164 
BO, 2 te ew 0,1682 0,0084 0,1777 0,0089 
Rs es 5.0 Rw ae 0,1368 0,0068 0,1346 0,0067 








Wie aus der Tabelle zu ersehen ist, kommen unter den 
Mineralstoffen in gré8erer Menge Phosphorsdure und 
Natrium vor. Das Verhaltnis des Natriums zum Kalium-ist 
gleich 1,7: 1. Die Werte der iibrigen Aschenbestandteile sind 
viel niedriger. 

Die Untersuchungen in betreff der einzelnen organischen 
Bestandteile sind bereits von dem einen von uns begonnen, 
aber noch nicht zu Ende gefiihrt. Ausfihrliche Mitteilung 
iiber dieselben bleibt vorbehalten. 









































Uber den partiellen Abbau der Hefenucleinsaure 
durch den PreBisaft des Cortinellus edodes. 


Von 
Kwanji Tsuji. 





(Aus der III. medizinischen Klinik und dem medizinisch-chemischen Institut der kaiser- 
lichen Universitat Kyoto.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16. August 1913.) 








Tamau Kikkoji') untersuchte zuerst den Prefsaft des 
in Japan einheimischen Hutpilzes Cortinellus edodes auf seine 
Wirkung gegen nucleinsaures Natron und fand, daB bei der 
Digestion mit dem frisch bereiteten PreBsaft bei Bruttemperatur 
sich das letztere unter Bildung von Phosphorsaure und Purin- 
basen zersetzte. Da nun das nucleinséurespaltende Agens sich 
aus dem Prefsaft durch Ammonsulfat aussalzen lieS und seine 
Wirkung bei der Siedehitze einbiifte, so glaubte er behaupten 
zu diirfen, dafi ein Ferment, das der Nuclease im Tierkorper 
sehr nahe steht, in Cortinellus vorhanden ist. Er hat ferner 
festgestellt, daf in Cortinellus noch zwei Fermente vorkommen, 
namlich ein proteolytisches Ferment, das das Fibrin bei neu- 
traler und alkalischer Reaktion aufzul6sen vermag, und ein 
nach Art der Urease wirkendes Ferment. 

Im Anschlu8 an die Beobachtungen Kikkojis habe ich 
mir die Aufgabe gestellt, die Untersuchung iiber die folgende 
Frage anzustellen: ob nicht beim Abbau der Nucleinsiéuren 
durch den Prefsaft des Cortinellus die Nucleoside, das Guano- 
sin und das Adenosin, als Zwischenstufe entstehen? 

300 ccm einer 10°/oigen Lésung von hefenucleinsaurem 
Natron wurden mit 300 ccm PreBsaft des Cortinellus 
und 40 ccm Toluol?) in einer mit dem Stépsel versehenen 





1) T. Kikkoji, Diese Zeitschrift, Bd. 51, S. 201. 
*) Die Sterilitat der digerierten Flissigkeit wurde durch Impfung 
auf Agar und in Bouillonlésung festgestellt. 
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Flasche durchgemischt und 7 Tage lang bei Bruttemperatur 
digeriert. Es schied sich eine gelatindse Masse ab, in welcher 
hie und da weife nadelférmige Krystillchen zu sehen waren. 
Diese gelatindse Masse wurde abfiltriert, in heiBem Wasser 
gelist, filtriert, das Filtrat 24 Stunden am kalten Ort stehen 
gelassen. Die ausgeschiedenen biischelférmigen Krystalle 
wurden abfiltriert und durch mehrmalige Umkrystallisation 
aus heifem Wasser gereinigt. Die Ausbeute betrug 2,163 g. 

Die gereinigten Krystalle schmolzen bei 236° C. Sie 
gaben schine Pentosenreaktionen mit Phloroglucin-Salzsaure 
sowie mit Orcin-Salzsiure. Sie waren, in "/10-Natronlauge 
gelost und beobachtet, linksdrehend. 

0,1217 g Substanz gaben 24,4ccm N bei 5° C. und 
770 mm B., entsprechend 24,86°/o N. 

0,1018 g Substanz gaben 20,4 ccm N bei 6,5° C. und 
762 mm B., entsprechend 24,43°/o N. 

Berechnet fiir C,,H,,N;0; : Gefunden: 

24,74] 24,860 24,43°/o. 

Die angefiihrten Eigenschaften und die analy- 
tischen Daten lassen es zweifellos erscheinen, dab 
die in Rede stehende Substanz mit dem Guanosin 
identisch ist. Somit ist erwiesen, da bei der Di- 
gestion der Hefenucleinséure mit dem PrefSsaft des 
Cortinellus sich Guanosin bildet. Aus dem Filtrat vom 
Guanosin habe ich eine Substanz nach dem Verfahren P. A. Le- 
venes') isolieren kénnen, die grofe Ahnlichkeit mit dem 
Adenosin aufweist. Ob es sich tatsichlich um Adenosin 
handelt, das miissen weitere Untersuchungen entscheiden. 

Wie die Kontrollversuche tibereinstimmend zeigen, tbt 
hiergegen der zum Sieden erhitzte PreBsaft keineswegs irgend 
eine Wirkung auf das hefenucleinsaure Natron aus. Hervor- 
heben méchte ich ferner, daB der genannte Abbauprozef nur 
bei neutraler oder schwach saurer Reaktion zustande kommt. 

Zieht man nun die Tatsachen in Betracht, daB bei dem 
erwiihnten Abbauprozesse die Bildung von Guanosin sicherlich 


') P. A. Levene, Handb. d. biochem. Untersuchungsmethoden von 
E. Abderhalden, Bad. 2, S. 605. 
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einer fermentativen Wirkung zuzuschreiben ist, und da bei 
der linger dauernden Einwirkung von Prefsaft des Cortinellus 
der Abbau der Hefenucleinséure so weit geht, daB unter den 
Abbauprodukten freie Purinbasen nachzuweisen sind,') 
so erscheint die Annahme berechtigt, dai in Cortinellus 
mehrere auf ganz bestimmte Abbaustufen der Nucleinsiiuren 
eingestellte Fermente enthalten sind: Fermente, welche Nuclein- 
siuren in Nucleoside verwandeln, und Fermente, welche 
Nucleoside in ihre Bausteine zerlegen. 





1) T. Kikkoji, a.a. 0. 











Uber die quantitative Bestimmung der d-Milchsdure 
in den Kérperfliissigkeiten und den Organen. 


Von 
J. Yoshikawa. 





Mit zwei Kurvenzeichnungen im Text. 





(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Kyoto.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16. August 1913.) 








Da d-Milchséure einen wichtigen Bestandteil der Korper- 
fliissigkeiten und der Organe bildet und da sie bei der Ver- 
giftung mit den verschiedenen Giften und bei den krankhaften 
Vorgiingen des menschlichen und tierischen Stoffwechsels in 
reichlicher Menge im Organismus entsteht, ist es wohl begreif- 
lich, daB die Kliniker sowie die biologischen Chemiker seit 
geraumer Zeit der quantitativen Bestimmung der d-Milchsdéure 
im Harne, sowie in den KOrperfliissigkeiten und den Organen 
eine besondere Aufmerksamkeit zugewandt und sich viel Miihe 
gegeben haben, fiir diesen Zweck ein sicheres und leicht aus- 
fiihrbares Verfahren ausfindig zu machen. 

Unter den zahlreichen Methoden sei hier nur derjenigen, 
welche auf exakter chemischer Grundlage aufgebaut sind und 
das Vertrauen der Fachmanner zu erwerben vermochten, Er- 
wihnung getan. 

R. B6hm'*) wendete zur Bestimmung der Milchsaure in 
Muskeln folgendes Verfahren an. Die eingedickten, mit Baryt- 
wasser neutralisierten Muskeldecocte wurden mit Alkohol unter 
Erwirmen gefiallt, die gefillte schmierige Masse in heifem 
Wasser gelist und wieder mit Alkohol gefallt. Ein diinner 
Sirup, welcher nach dem Abdestillieren des Alkohols von den 
Alkoholausziigen zuriickgeblieben war, wurde zuerst durch Aus- 


'! R. Béhm, Pfliigers Archiv, Bd. 23, S. 57—58. 
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schiitteln mit Ather entfettet und dann nach starkem Ansiiuern 
mit verdiinnter Schwefelsiure ausgeiithert. Von den Ather- 
ausziigen wurde der Ather abdestilliert, der Riickstand zur Aus- 
faillung der mitgenommenen Schwefelséure mit Baryumcarbonat 
behandelt, filtriert und mit heiBem Wasser aufgenommen. Das 
Filtrat und die Waschwiasser, welche milchsaures Baryum ent- 
hielten, wurden vereinigt, unter gelindem Kochen durch vor- 
sichtigen Zusatz von einer Zinksulfatlésung genau gefiillt, filtriert 
und gut mit heifem Wasser ausgewaschen. Man dampfte nun 
die Filtrate in einer gewogenen Glasschale auf dem Wasser- 
bade bis zur beginnenden Krystallisation ein und lieS in einem 
Exsikkator bis zur Gewichtskonstanz stehen. 

Torasaburo Araki’) unterwarf dieses Verfahren einer 
genauen Priifung und fand, daB das aus Muskeln nach diesem 
Verfahren dargestellte Zinklactat stets chlorhaltig war. Eine 
Erklarung dieses auffalligen Befundes glaubte er darin suchen 
zu kénnen, daB das im Muskelextrakt vorhandene Chlorkalium 
durch Zusatz von Schwefelsiure zerlegt wird und dabei ge- 
bildete Salzsiure beim Schiitteln mit Ather in den letzteren 
iibergeht. Um diesen Fehler zu beseitigen, ist folgende Methode?) 
von ihm angegeben: 

Der Verdampfungsriickstand der Alkoholausziige wurde 
nach dem Verdunsten des Alkohols mit Ather geschiittelt, um 
Fette zu beseitigen, darauf der riicksténdige Sirup nach Werther 
resp. dem Drechselschen Verfahren mit Phosphorsiure stark 
angesiuert und 5mal mit stets erneuerten Athermengen aus- 
geschiittelt. Aus diesen dtherischen Ausziigen erhielt man nach 
Abdestillieren des Athers, Kochen mit Zinkcarbonat, Filtrieren 
und Eindampfen das Zinklactat, welches an der Luft tiber 
Chlorcalcium oder iiber konzentrierter Schwefelséure zur Ge- 
wichtskonstanz stehen blieb. 

Fiir die Isolierung der Milchsiure aus dem Harne hat 
Torasaburo Araki3) das obige Verfahren in folgender Weise 
modifiziert : 





‘) Torasaburo Araki, Diese Zeitschrift, Bd. 15, S. 336. 
*) Torasaburo Araki, a. a. O. 
5) Torasaburo Araki, Diese Zeitschrift, Bd. 19, S. 429. 
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Der nach Abdestillieren des Athers zuriickbleibende Sirup, | 


welcher hauptsiichlich aus Milchséiure bestand, wurde in ein 
wenig Wasser gelost, eventuell filtriert, mit reinem Bleicarbonat 
ea. 30 Minuten auf dem Wasserbade erhitzt, nach dem Erkalten 
filtriert. Nachdem das Blei aus dem Filtrat durch Schwefel- 
wasserstoff entfernt und die bleifreie Fliissigkeit stark eingeengt 
war, wurde die letztere mit Ather erschépft, und der Destilla- 
tionsriickstand der Atherausztige zur Darstellung des Zink- 
laktates verwendet. 

Nach dem gleichen Prinzip arbeiteten K. Katsuyama 
und S. Saito, sie hielten es fiir notwendig, daB die aus dem 
Blute gewonnene Milchséure erst tiber Baryumsalz gereinigt 
und dann in Zinkverbindung tibergefiihrt wird. 

A. Heffter bediente sich bei Darstellung der Milchsaure 
aus Muskeln einer Alkoholmethode, die in folgendem bestand: 
Die zerkleinerte Muskelmasse wurde mit der Sfachen Menge 
Alkohol durchgeriihrt, nach langerem Stehen abfiltriert, die 
Muskelmasse bei gelinder Warme getrocknet und in der Reib- 
schale fein zerrieben. Der Destillationsriickstand des Alkohol- 
extrakts wurde samt dem Muskelpulver in Soxhletschen Ex- 
traktionsapparaten mit 96°/oigem Alkohol 24 Stunden extrahiert, 
die alkoholische Lésung eingedampft, der Riickstand nach der 
Neutralisation mit Natriumcarbonat 3mal mit Ather geschiittelt, 
um das Fett zu entfernen. Man sduerte nun die vom Fett 
befreite Fliissigkeit stark mit Phosphorséure an und schiittelte 
6mal mit dem 10fachen Volumen Ather. Aus dem Destillations- 
riickstand der Atherausziige wurde durch Kochen desselben 
mit Zinkcarbonat und Wasser das Zinklactat gewonnen. 

W. M. Fletcher und F. Gowland Hopkins') wendeten 
zur Bestimmung der Milchséure im Froschmuskel folgendes 
Verfahren an. Von den abgeschnittenen hinteren Beinen der 
Frésche wurden die Muskeln unter starker Abkiihlung ab- 
priipariert und in eiskaltem Alkohol zerrieben. Der Verdampfungs- 
riickstand der alkoholischen Ausziige wurde mit Wasser auf- 
genommen, mit Tierkohle gekocht, filtriert, gut ausgewaschen 





') W.M. Fletcher u. F. Gowland Hopkins, Journ. of Physiol., 
Bd. 35, S. 250. | 
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und zur Trockne eingedampft. Der Riicksand wurde in wenig 
Wasser gelést und nach dem Ansiuern mit Phosphorsiure 
ausgeithert. Aus dem Atherriickstand wurde das Zinklactat 
auf die tibliche Weise dargestellt. 

Endlich kommt noch die Methode von Gustav Embden 
und Friedrich Kraus in Betracht, die fiir die Bestimmung 
der Milchséiure im Blut und Leber ausgearbeitet wurde. Die 
Fliissigkeit, die nach Schenk mit Salzsiiure und Sublimat 
enteiweift war, wurde von tiberschiissigem Quecksilber mit 
Schwefelwasserstoff befreit, das Filtrat im Vakuum bei einer 
50° nicht tibersteigenden Temperatur des Heizwassers stark 
eingeengt und nach Ansduern mit Phosphorsaéure und Sittigung 
mit Ammonsulfat mit Ather extrahiert. Die Milchsiiure, die 
im Atherextrakt enthalten war, wurde iiber das Bleisalz ge- 
reinigt und in das Zinksalz tibergefihrt. 

Es kann nach den erwihnten Methoden die Milchsiure 
in den KOrperfliissigkeiten und den Organen bestimmt werden, 
vorausgesetzt, dafi die Milchséure vollstindig durch Schiitteln 
mit Ather extrahiert und von anderen gleichzeitig extrahierten 
Sauren getrennt wird; allein es stellt sich heraus, dafi das 
nach den angefiihrten Methoden dargestellte Zinklactat manch- 
mal so stark verunreinigt ist, dafi man es tiberhaupt nicht 
zur vollkommenen Krystallisation bringen kann, wie Gustav 
Embden und Friedrich Kraus angeben und ich mich durch 
eigens darauf gerichtete Versuche tiberzeugen konnte. Auberdem 
kommt noch der Umstand in Betracht, dai bei Gegenwart 
von dl- und d-Milchsiure die beiden mitbestimmt werden. Eine 
Berechnung der d-Milchséiure aus der gewogenen Menge des 
Zinklactats kann in diesem Fall daher nur ein unsicheres Re- 
sultat liefern, auch dann, wenn das Zinklactat durch mehr- 
malige Umkrystallisation gereinigt wird. 

Um den Fehler der gravimetrischen Methoden mdglichst 
zu beseitigen, arbeiteten O. v. Fiirth und D. Charnass') ein 
Verfahren aus, welches in seinen Grundziigen darauf beruht, daB 
die Milchsdure in einer mit Schwefeiséure angesduerten Lésung 
durch Kaliumpermanganat zu Aldehyd oxydiert wird und da 





1) O. v. Firth u. D. Charnass, Biochem. Zeitschr., Bd. 26, S. 199. 
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der aus der Milchsaéure entstandene Acetaldehyd nach der 
Vorschrift von Ripper auf titrimetrischem Wege bestimmt 
wird. Diesem Verfahren soll, nach Angabe der Verfasser, ein 
Fehler von 10°/o anhaften, der wohl durch Uberoxydation des 
Aldehydes bedingt sein diirfte. 

Dieses Verfahren, das ja da, wo nur eine Art von den 
Milchséiuren zur Bestimmung kam, sich als recht brauchbar 
erwies, gestattet leider keinen sicheren Schlu8 auf die Menge 
der in einem Gemisch von den Milchsiuren vorhandenen 
d-Milchsaure. 

In Ermangelung einer zuverlaissigen Methode fiir die 
quantitative Bestimmung der d-Milchsdéure habe ich vor allem 
mein Augenmerk auf das Lithiumsalz der d-Milchséure ge- 
richtet, dessen Rotationseinwirkung auf polarisiertes Licht nach 
der grundlegenden Untersuchung von Felix Hoppe-Seyler 
und Torasaburo Araki!) im innigsten Zusammenhang mit 
der Konzentration seiner Lésung steht, so daB ein Verfahren 
der d-Milchséurebestimmung wohl auf dieser Eigenschaft zu 
begriinden ist. Es ergab sich nunmehr die Aufgabe, die Ab- 
hangigkeit des Drehungsvermégens des Lithiumlactates von 
der Konzentration seiner Lésung zahlenméfig anzugeben und 
daraus eine brauchbare Formel abzuleiten. 


I. Die Abhangigkeit der Rotationswerte des Lithiumlactates von den 
Konzentrationsgraden seiner Loésungen. 


Die Darstellung des d-Lithiumlactates ging stets vom 
d-Zinklactat aus, das aus Fleischextrakt gewonnen wurde und 
sich als villig rein erwies. Zur Uberfiihrung des Zinklactates 
in die Lithiumverbindung wurde die Lésung des ersteren mit 
Schwefelwasserstoff behandelt, die vom Schwefelzink abfiltrierte 
Fliissigkeit unter vermindertem Druck bei einer 50° des Wasser- 
bades nicht Utbersteigenden Temperatur eingeengt und im 
Sutoschen Extraktionsapparat mit Ather extrahiert. Nach dem 
Abdestillieren des Athers wurde der Riickstand mit Wasser 


') E. Hoppe-Seyler und T. Araki, Diese Zeitschr., Bd. 20, S. 365. 
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verdiinnt, mit reinem Lithiumearbonat bis zu schwach saurer 
Reaktion versetzt und auf dem Wasserbade bis zu beginnender 
Krystallisation eingedampft. Die abgeschiedenen Krystalle wurden 
zur Entfernung der anhaftenden freien Milchsiure zuniichst 
griindlich mit absolutem Alkohol, dann mit Ather ausgewaschen 
und tiber Paraffin und konzentrierter Schwefelsiure im Exsik- 
kator bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 


0,2087 g Lithiumsalz gaben 0,1190 g Lithiumsulfat = 7,19°/o Li. 


0,1407 » » » 0,0810 » > = 7,239 °/0 » 
Berechnet fiir C,H,O,Li: Gefunden : 
7,23°/o Li. 7,19°/o Li. 
7,29°/o » 


Fiir meine Untersuchungen fand ein Landoltscher Po- 
larisationsapparat mit dreiteiligem Gesichtsfeld aus der Werk- 
statte von Fr. Schmidt und Haensch Anwendung. Die 
Drehungswerte der Lésungen des d-Lithiumlactates in den 
verschiedenen Konzentrationsgraden wurden stets bei 20° und 
Natriumlicht bestimmt und auf 2 dm-Rohrliange reduziert. 











Tabelle 1. 

p | d c | a p d c a 
0,506 | 1,0022) 0,507 | —015| 3,882 | 10164) 3,946 — 1,05 
1,026 | 1,0041 1,030 | —0,29] 3,910 | 1,0168 3,976 — 1,06 
1,155 | 1,0048 | 1,161 | —0,33 | 4,900 | 1,0205 5,001 | —1,32 
1,288 | 1,0055 | 1,295 | —0,37] 5,856 | 1,0245, 5,999 —1,57 








1,987 | 1,085} 2004 | —0,57| 6,637 | 1,0284 6,825 — 1,76 
| 
| 


2,058 | 1,0088| 2,076 | —059] 7,587  1,0322 7,831 —2,00 
2,500 | 1,0104 | 2,526 | —0,71] 8,360 | 1,0354 | 8,656 —2,18 
2,969 | 1,0125 | 3,006 | —0,83| 9,224 1.0391 | 9,585 | — 2,37 
3,018 | 1,0127 | 3,056 | —0,83 | | 


p = die Gewichtsprozente des d-Lithiumlactates; d = die 
Dichte der Lésungen; c = p X d; a = der beobachtete Dre- 
hungswinkel. 

Die Abhangigkeit von p, der Anzahl Gramme des d-Li- 
thiumlactates in 100 g Lésung, und a, dem fiir Natriumlicht 
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und 2 dm-Rohrlange gefundenen Werte, ist auf Fig. 1 graphisch 
dargestellt worden. Auf der Abszisse ist p, auf der Ordinate a 


































































































angegeben. 
a 
——— 
2 ae 
™ ull 
~t - at 
a 
ae ae 
i?) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Pp 
Fig. 1. | 
Aus der obigen Kurve laBt sich folgende Formel ableiten: ! 
a = —0,286 p + 0,00342 p?......... A. 


Vergleicht man nun die nach der Formel A. berechneten 
Werte mit den direkt von mir gemessenen, so findet man eine 
befriedigende Ubereinstimmung zwischen den beiden Werten: 
































Tabelle 2. 
| a fiir 2 dm Rohrlinge a fiir 2 dm Rohrlange 
Die durch | Die nach Die durch Die nach — 
P Messungen der Formel A P Messungen |der Formel A 
erhaltenen | berechneten erhaltenen | berechneten 
Werte | Werte Werte Werte 
0,506 — 0,15 — 0,144 4,000 _ — 1,09 
1,000 — — 0.28 4,900 — 1,32 — 1,32 P 
1,026 | —029 — 0,289 5,000 in — 1,35 | 
1,155 — 0,33 — 0,327 5,856 — 1,57 — 1,56 
1,288 — 0,37 — 0,362 6,000 — — 1,59 
1,987 — 0,57 — 0,555 6,637 — 1,76 — 1,78 
2,000 ~~ — 0,56 7, _ — 1,83 
2 085 — 0,59 — 0,575 7,587 | —2,00 — 1,97 
2500 | —O0,71 — 0,694 8,000 wee — 907 | 
2,969 — 0,83 — 0,818 8,360 — 2,18 — 2,15 
3,000 — — 0,83 9,000 -~ — 2,29 
3,018 — 0,83 — 0,832 9,224 — 2,37 — 2,35 
3,882 — 1,05 — 1,058 10,000 — — 2,52 
3,910 — 1,06 — 1,07 
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Ist also der Wert a festgestellt, so laBt sich der Wert p 
leicht nach der folgenden Formel berechnen: 


0,286 —J 0 081796 + 0, O1: 368 : ae B. 
0,00684 
Die Abhiingigkeit von c, der Anzahl Gramme des Lithium- 
lactates in 100 ccm Lésung, und a, dem fiir Natriumlicht und 
2 dm-Rohrliinge gefundenen Drehungswinkel, wird durch Fig. 2 
wiedergegeben, die einer weiteren Erliuterung nicht bedarf. 


—_—- 
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Fig. 2. 


Aus der Betrachtung der Kurve findet man mithin fiir 
die Berechnung des a folgende Formel: 

a = —0,2864 c + 0,00405 c?......... C. 

Wie aus umstehender Tabelle zu ersehen ist, stimmen die 
nach der Formel C. berechneten Werte a mit den durch die 
Messungen erhaltenen recht gut iiberein: 

Ist a fiir eine Lésung von d-Lithiumlactat bekannt, so 
ergibt sich c der betreffenden Lésung ohne weiteres aus 
folgender Formel: 


0,2864 —V0,082025-+0,0162a | D. 
0,0081 





II. Bestimmung der d-Milchsaure in der wasserigen Lésung nach dem 
polarimetrischen Verfahren. 


Um die Frage zu entscheiden, ob die d-Milchsaéure in 
der wisserigen Lisung sich nach dem oben geschilderten Ver- 
fahren bestimmen |aBt, verfuhr ich zunichst wie folgt: Man 
loste eine bestimmte Menge von reinem d-milchsaurem Zink 
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Tabelle 3. 
ni”! 
_ @ fiir 2 dm Rohrlange _ a fiir 2 dm Rohrlinge 
« | Die durch Die nach der ‘ Die durch [Die nach der 
| Messungen | Formel C Messungen , Formel C 
erhaltenen | berechneten erhaltenen | berechneten 
Werte | Werte Werte Werte 
0,507 — 0,15 — 0,144 4,000 os — 1,08 
1,000 | — — 0,282 5,000 - -— 1,33 
1,030 — 0,29 — 0,291 5,001 — 1,32 — 1,331 
1,161 — 0,33 — 0,327 5,999 — 1,57 — 1,572 
1,295 — 0,37 — 0,364 6,000 _ —~ 1-7 
2,000 — — 0,557 6,825 — 1,76 — 1,766 
2.004 — 0,57 — 0,558 7,000 _ —F 
2.076 — 0,59 —~ 0,577 7,831 | —2,00 — 1,995 
2,526 | —0,71 — 0,698 | 8,000 re — 2,03 
3,000 | — 0,823 8,656 — 2,18 -- 2,176 
3,006 | —0,83 — 0,824 9,000 — — 2,25 
3,056 | —0,83 — 0,837 | 9,585 | —2,37 — 2.373 
3,946 | —1,05 — 1,067 10,000 — — 2,46 
3976 | —1,06 | —1,075 














in Wasser auf, erwiirmte auf dem Wasserbade, setzte heif 
gesiittigte Lithiumcarbonatlésung nach und nach im Uberschu8B 
zu, erwarmte nach vollstandiger Ausfillung noch 30 Minuten, 
filtrierte dann von gebildetem basischen Zinkcarbonat und 
wusch es mit kochendem Wasser aus. Das Filtrat und die 
Waschwisser wurden vereinigt, auf dem Wasserbade bis auf ein 
kleines Volumen eingedampft, in einen MeBkolben gebracht 
und mit dem Waschwasser der zum Eindampfen der Lithium- 
lactatlisung benutzten Schale bis zur Marke gefiillt. Man lieB 
nun 24 Stunden stehen, filtrierte durch ein trockenes Filter in 
ein trockenes GefaB und polarisierte. 


Versuch 1. 


0,8557 g wasserfreies d-Zinklactat, entsprechend 0,6330 g 
d-Milchséure, wurden in der oben erwéhnten Weise in Lithium- 
salz umgewandelt, mit Wasser auf 50ccm aufgefiillt und polarisiert. 
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1] = 2dm; a = — 0,373°; aus a nach Formel D be- 
rechnet, betrigt c 1,333. 
Hieraus ergab sich: 
1,333 50 
100 
Es wurden sonach 98,79°%o der in der Lésung 
enthaltenen d-Milchsdure gefunden. 


= 0,6665 g Lithiumlactat = 0,6253 g d-Milchsaure. 





Versuch 2. 


0,7343 g wasserfreies d-Zinklactat, entsprechend 0,5432 g 
d-Milchsaéure, wurden in Lithiumlactat umgewandelt, mit Wasser 
auf 25 ccm aufgetiillt und polarisiert. 

1 = 2 dm; a = — 0,64°; nach Formel D JaBt aus a sich 
der Wert 2,309 fiir c berechnen. 

Hieraus ergab sich: 

2,309 X 25 
~~ 100 

Es wurden sonach 99,72°/o der in der Lésung 

enthaltenen d-Milchséure gefunden. 


= 0,5772 g Lithiumlactat = 0,5415 d-Milchsaure. 


Versuch 3. 


1,015 g wasserfreies d-Zinklactat, entsprechend 0,7509 g 
d-Milchséure, wurden in Lithiumsalz umgewandelt, mit Wasser 
auf 25 ccm aufgefiillt und polarisiert. 

1 = 2dm; a = — 0,87°; c, aus a nach Formel D be- 
rechnet = 3,179, 

Hieraus ergab sich. 

3,179 X 25 
100 

Es wurden sonach 99,31°%o der in der Lésung 

enthaltenen d-Milchsiéiure gefunden. 





— (,7948 g d-Lithiumlactat = 0,7457 g d-Milchsiure. 


Versuch 4. 


0,3888 g wasserfreies d-Zinklactat, entsprechend 0,2876 g 
d-Milchsaéure, wurden in Lithiumsalz umgesetzt, mit Wasser 
auf 25 cem aufgefiillt und polarisiert. 
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1 = 2 dm; a = — 0,34°; c, aus a nach Formel D be- 
rechnet = 1,21. 
Hieraus ergab sich: 
1,21 X 25 
100 
Es wurden sonach 98,51°/o der in der Lésung 
enthaltenen d-Milchsaéure gefunden. 





= (0,302 g d-Lithiumlactat = 0,2833 g d-Milchsaure. 


Versuch BD. 


0,6186 g wasserfreies d-Zinklactat, entsprechend 0,4576 g 
d-Milchsiure, wurden in Lithiumsalz umgesetzt, mit Wasser 
auf 25 ccm aufgefiillt und polarisiert. 

1 = 2 dm; a = — 0,54°; c, aus a nach Formel D be- 
rechnet = 1,938. 

Hieraus ergab sich: 

1,938 25 
100 

Es wurden sonach 99,34°/o der in der Lésung 
enthaltenen d-Milchséure gefunden. 

Kinige Versuche hatte ich auf folgende Weise ausge- 
fiihrt: Kine bestimmte Menge von reinem d-milchsauren Zink 
wurde in Wasser gelist, mit Phosphorséure angeséiuert und 
72 Stunden lang im Extraktionsapparat mit Ather extrahiert. 
Der Destillationsriickstand des Atherauszugs wurde in Wasser 
gelést, mit Lithiumcarbonat neutralisiert, mit Wasser auf ein 
bestimmtes Volumen (25 ccm) aufgefillt und polarisiert. 





= (0),4845 g d-Lithiumlactat = 0,4546 g d-Milchsaure. 


Versuch 6. 


0,4924 gd-milchsaures Zink, entsprechend 0,3643 g d-Milch- 
siure, wurden nach dem obigen Verfahren in Lithiumsalz tber- 
gefiihrt und _ polarisiert. 

1 = 2dm; a = 0,43°; c = 1,5345. 

Mithin: 

1,5343 X 25 
100 
Die Ausbeute betrug sonach 98,79°/o. 


= 0,3836 g Lithiumlactat = 0,35,99 g d-Milchsaure. 
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Versuch 7. 


0,5207 g d-milchsaures Zink, entsprechend 0,3852 g d-Milch- 
siiure, wurden auf gleiche Weise behandelt wie bei Versuch 6. 
]1=2dm; a = 0,46°; c = 1,6444. 
Mithin : 
Li /9O 
1, sean si = 0,4111g Lithiumlactat = 0,3857 g d-Milchsiure, 
Die Ausbeute betrug sonach 100,13°%o. 





Versuch 8. 


0,4883 g d-milchsaures Zink, entsprechend 0,3612 g 
d-Milchsiiure, wurden auf gleiche Weise behandelt wie bei 


Versuch 6. 
1=2dm; a = — 0,43°; c = 1,5345. 
Mithin: 
—_—- LP ans = 0,3836 g Lithiumlactat = 0,3599 g d-Milchsiure. 


Die Ausbeute betrug sonach 99,64°/o. 

Aus den mitgeteilten Versuchsreihen kann man 
ohne weiteres folgern, daB die von mir ausgearbeitete 
Methode bei der Bestimmung der d-Milchsaéure in der 
wiisserigen LOsung so leistungsfihig ist, daBh die 
damit erzielten Werte den Mengen der vorgelegten 
d-Milchsaure fast gleich kommen. 


III. Bestimmung der d-Milchséiure bei Gegenwart von dl-Milchsaure 
nach dem polarimetrischen Verfahren. 


Zur Erledigung der Frage, ob das polarimetrische Ver- 
fahren zur Bestimmung der d-Milchséure auch bei Gegenwart 
von dl-Milchsaéure ebenso gute Resultate gibt, waren die fol- 
genden Versuche angestellt. 


Versuch 1. 


0,5020 g d-milchsaures Zink, entsprechend 0,3714 g 
d-Milchséure, -+ 0,5390 g dl-milchsaures Zink wurden in 
Wasser gelést, stark mit Phosphorsiure angeséuert und 
27 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXVII. 








394 J. Yoshikawa, 


72 Stunden im Extraktionsapparat mit Ather extrahiert. Die 
in den Ather itibergegangenen Milchsiiuren wurden nach dem 
Abdestillieren des Athers in Lithiumsalze iibergefiihrt, die Losung 
mit Wasser auf 25 ccm aufgefiillt und polarisiert. 

1= 2 dm; a = — 0,44°; c = 1,5679. 

Mithin: 

0679 XK 25 wien 

2 = 5 “ © _0,30290¢ Lithiunilaciat <= 0.96%G¢ @Miichaiave. 

Es wurden sonach 99,03°%o der zugesetzten 
d-Milchséure gefunden. 


Versuch 2. 


0.3280 g d-milchsaures Zink, entsprechend 0,2427 g 
d-Milchsiiure, ++ 0,3040 g dl-milchsaures Zink wurden in 
cleicher Weise wie bei Versuch 1 behandelt. Das Volumen der 
Lithiumlactatl6sung betrug 25 ccm. 

l= 2 dm; a = — 0,29°; c = 1,5679. 

Mithin: 
1,030 25 


a a 0,2575 g d-milchsaures Lithium = 0,2416 g 


d-Milchsaure. 


Es wurden sonach 99,55°%o der zugesetzten 
d-Milchsiiure gefunden. 

Die angefiihrten Versuche zeigen iberein- 
stimmend, daB8 dl-Milchsaéure keinen EinfluB auf die 
Bestimmung der d-Milchséure nach dem polarime- 
trischen Verfahren austibt. Will man die Bestimmung 
der d- und dl-Milchsiiure in einer wasserigen Lésung, die ein 
Gemenge dieser beiden Substanzen enthalt, ausftihren, so ver- 
fiihrt man wie folgt: Die beiden Milchsaéuren werden in Lithium- 
salze iibergefiihrt. Man ermittelt zuerst die Menge der d-Milch- 
siure auf dem polarimetrischen Wege und bestimmt dann 
die Summe der d- und dl-Milchséiure nach der Methode von 
v. Fiirth und Charnass; aus der Differenz ergibt sich die 
Quantitaét der dl-Milchsdure. 
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IV. Bestimmung der d-Milchsaure bei Gegenwart von fliichtigen 
Fettsiuren nach dem polarimetrischen Verfahren. 


DaB beim Zusatz von essigsaurem Natron das Drehungs- 
vermégen des Kaliumnatriumtartrats eine Abnalime erfiihrt, ist 
durch Long’) festgestellt. Es ist deshalb von Interesse, fol- 
gende Fragestellung in Angriff zu nehmen: ob nicht das 
Lithiumacetat irgend einen Einflu$8 auf das Drehungsvermégen 
des d-milchsauren Lithiums ausiibe? ob das _polarimetrische 
Verfahren sich auch fiir die Bestimmung der d-Milchsiure bei 
Gegenwart von Essigséure anwendbar erweisen wiirde? 


Versuch 1. 


0,5230 g d-milchsaures Zink, entsprechend 0,3869 g 
d-Milchséure, -++ 1 g essigsaures Natron wurden in Wasser ge- 
lést und nach starkem Ansduern mit Phosphorsiure 72 Stunden 
lang im Extraktionsapparat mit Ather extrahiert. Der Destil- 
lationsriickstand des Atherextrates wurde in Wasser gelist 
und mit Lithiumcarbonat neutralisiert, die Losung der Lithium- 
salze wurde mit Wasser auf 25 ccm aufgefiillt und polarisiert. 

l= 2dm; a= — 0,46 °; c= 1,6444. 

Hieraus ergab sich: 


i se 
SGGaS 0 = 0,4111 g Lithiumlactat = 0,3857 g d-Miichsiiure. 





100 

Mithin: 
d-Milchsaure in Gemenge — 0,3869 g 
Gefundene d-Milchsiure = 0,3857 » 


absoluter Fehler = 0,0012 g. 
Fehler 0,31 °/o. 


Versuch 2. 


0,7670 g d-milchsaures Zink, entsprechend 0,5674 g 
d-Milchséiure, + 0,5 g essigsaures Natron wurden auf die 
gleiche Weise wie in Versuch 1 behandelt. 





') Long, zitiert nach Landolt: Das optische Drehungsvermégen, 
2. Auflage, 1898, S. 216—217. 


27* 
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1=2dm; a = — 0,66°; c = 2,3827. 
Hieraus ergab sich: 
2,3827 X 25 
100 
Mithin: 
d-Milchsiure in Gemenge = 0,5674 g 
Gefundene d-Milchsiure = 0,5589 » 
absoluter Fehler = 0,0085 g. 
Fehler 1,50°/o. 

Die Bestimmung der d-Milchséure bei Gegenwart 
von Essigsiure lief sich also nach dem polarime- 
trischen Verfahren in sehr befriedigender Weise 
durchfiihren, indem von der zugesetzten Milchsdure 
98,5—99,69%0 wiedergefunden wurde. Es ist somit 
erwiesen, dafSB das Drehungsvermégen des d-milch- 
sauren Lithiums keineswegs durch das essigsaure 
Lithium beeinfluBt wird. 


= 0,5957 g Lithiumlactat = 0,5589 g d-Milchsaure. 





V. Bestimmung der d-Milchsaéure im Harn nach dem polarimetrischen 
Verfahren. 


Die Frage nach dem Vorkommen der Milchsiure im 
Harne ist schon vielfach Gegenstand experimenteller Unter- 
suchungen gewesen. Von einigen Autoren giinzlich geleugnet, 
ist das Auftreten von Milchséiure im Harne bei gesunden 
Menschen von andern behauptet worden. E. Heuss?) spricht 
sich in seiner Arbeit tiber das Vorkommen von Milchséure im 
menschlichen Harne auf das entschiedenste dagegen aus, dab 
die Milchsiure zu den normalen Harnbestandteilen gezihlt 
werden diirfte; denn es gelang ihm nicht, eine Spur von Milch- 
siiure selbst <in etwa 501 normalen Harns von ruhendem 
Menschen» mit Sicherheit nachzuweisen. Abgesehen von den 
alten Angaben von Lehmann, Langendorff und Momms 
kam Ernst Jerusalem,?) der sich mit einem titrimetrischen 
Verfahren zur quantitativen Bestimmung der Milchséure in 


‘) E. Heuss, Archiv f. experim. Pathol. u. Pharmakol., Bd. 26, S.142. 
?) Ernst Jerusalem, Biochem. Zeitschr., Bd. 12, S. 386. 
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Organen und tierischen Flissigkeiten beschiftigte, gerade zu 
dem entgegengesetzten Resuitate; er fand naémlich «in einer 
sehr kleinen Zah! von Fillen minimale Milchsiiuremengen» im 
Harne von Gesunden und duferte sich dariiber wie folgt: «Wir 
glauben diesen Befund nicht auf irgend eine unter besonderen 
Umstiinden im Harne mancher Personen auftretende unbe- 
kannte Substanz zuriickfiihren zu miissen, sondern auf den Um- 
stand, dafi eben kleine Milchsiiuremengen, die mit den bisher 
iiblichen Methoden einfach nicht nachweisbar waren, auch im 
normalen Harn auftreten diirfen.» Diese Angabe hat eine 
Bestiatigung durch die Beobachtung von Hiromu Ishihara’) 
erfahren, der zufolge in normalem Menschenharn im Mittel 0,08 g 
Milchséure im Liter enthalten sind. 

Bei dieser Sachlage konnte ich nicht umhin, unter Anwen- 
dung vom polarimetrischen Verfahren den normalen Menschen- 
harn auf d-Milchsiure zu untersuchen. 


Versuch 1. 


1000 cem Harn von einem gesunden Menschen wurden 
auf dem Wasserbade bis zum Sirup eingedampft und mit Alkohol 
erschopft. Der Destillationsriickstand der Alkoholausziige wurde 
in wenig Wasser aufgenommen, mit Phosphorsiiure angesduert 
und 72 Stunden lang in einem Extraktionsapparat mit Ather 
extrahiert. Man léste den Destillationsriickstand des Ather- 
extraktes in Wasser auf, erwaérmte mit Tierkohle und Lithium- 
carbonat im Uberschuf, filtrierte ab und wusch griindlich mit 
heifem Wasser aus. Das Filtrat und die Waschwisser wurden 
auf dem Wasserbade stark eingeengt, in einen 25ccm-Kolben 
gebracht, mit Wasser bis zur Marke aufgefiillt, nach 24 stiindigem 
Stehenlassen durch trockenes Filter in ein trockenes Gefiibh 
filtriert und in einem 2 dm langen Rohr polarisiert. 

Es erwies sich die Lisung als vOollig inaktiv. 


Versuch 2. 
1000 ccm Harn von einem Gesunden bei gemischter Kost 
wurden auf die gleiche Weise wie bei Versuch 1 behandelt. 


') Hiromu Ishihara, Biochem. Zeitschr., Bd. 50, S. 482. 
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Es war im Atherextrakt keine Spur von d-Milchsiure 
nachzuweisen. 


Versuch 3. 


1000 ccm Harn von einem Gesunden bei gemischter 
Kost wurden auf die gleiche Weise wie bei Versuch 1 be- 
handelt. Hier konnte auch nicht das Vorhandensein 
von d-Milchsaure festgestellt werden. 

K's sei hier gleich hervorgehoben, dafi ich mehrmals gr6éBere 
Harnmengen von Gesunden bei verschiedener Kost stets mit 
negativem Resultate auf die d-Milchséure untersucht habe. 

Aus den mitgeteilten Versuchen geht mit grofer 
Wahrscheinlichkeit hervor, dabiBh der normale 
Menschenharn d-Milchsiéiure nicht in nachweisbarer 
Menge’) enthilt. Man kénnte nunmehr daran gehen, das 
Problem zu lésen, ob das polarimetrische Verfahren auch auf 
die Ermittelung der d-Milchséure im Harne anwendbar ist. 


Versuch 4. 


0,0635 g d-Milchséure, aus Zinklactat dargestellt und in 
Natriumsalz tibergefiihrt, wurden 1000 ccm Harn von einem Ge- 
sunden zugesetzt, auf dem Wasserbade zum Sirup abgedampft 
und mit Alkohol erschépft. Die Destillation der Alkoholausziige 
erfolgte unter dem verminderten Druck bei einer 50° nicht 
iibersteigenden Temperatur des Wasserbades und der Destilla- 
tionsriickstand wurde nach dem Ansdéuern mit 25 ccm konzen- 
trierter Phosphorsiiure, unter Zusatz von Tierkohle, 72 Stunden 
lang im Extraktionsapparat mit Ather extrahiert. Der Destillations- 
riickstand des Atherextraktes wurde in wenig Wasser gelist, mit 
Bleicarbonat im Uberschu8 und Tierkohle versetzt, eine Stunde 
auf dem Wasserbade erhitzt, nach volligem Erkalten filtrieft 
und griindlich mit kaltem Wasser ausgewaschen. Das Filtrat 
und die Waschwiisser wurden vereinigt, mit Schwefelwasser- 
stoff behandelt, vom Schwefelblei unter Nachwaschen mit Wasser 


1) Sollte d-Milchsiure als normaler Harnbestandteil angenommen 
werden, so betrigt der Gehalt des Harns an derselben sicherlich nicht 
mehr als 0,05 pro Mille, wie aus den Versuchen 4 und 5 zu ersehen ist. 
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abfiltriert und im Vakuum bei 50° des Wasserbades auf kleines 
Volumen eingeengt. Man brachte nun die eingeengte Fliissig- 
keit in einen 25 ccem-MeBkolben, versetzte mit Lithiumearbonat 
im UberschuB, fiillte nach Aufhéren der Kohlensiiureentwicklung 
mit Wasser bis zur Marke auf und filtrierte ab. In diesem 
Filtrat wurde a gemessen. 
l= 2dm; a = —0,07°; c = 0,2469. 
Hieraus ergab sich: 
y ‘i ry 
— = 0,0617 g Lithiumlactat = 0,0579 g d-Milchsiiure. 


Die Ausbeute betrug sonach 91,18°/o. 


Versuch DBD. 


0,0690 g d-Milchsaure als Natriumsalz zu 1000 cem Harn 
von einem Gesunden zugefiigt und genau so behandelt wie 
Versuch 4. Die erhaltene Lithiumlactatl6sung wurde auf 25 ccm 
aufgefiillt, filtriert und polarisiert. 


1= 2dm; a = — 0,08°; c = 0,2802. 
Hieraus ergab sich: 
0,2802 X 29 


—<_ in 0,0701 g Lithiumlactat = 0,0659 g d-Milchsiure. 


Die Ausbeute betrug sonach 95,51 °/o. 


Versuch 6. 


0,2212 g d-Milchsaure wurden als Natriumsalz zu 100 ecm 
Harn von einem Gesunden hinzugefiigt und in gleicher Weise 
wie bei Versuch 4 behandelt. Die erhaltene Lithiumlactatlésung 
wurde mit Wasser auf 25 ccm aufgefiillt, filtriert und polarisiert. 


1—=2dm; a = — 0,26°; c = 0,9198. 
Hieraus ergibt sich: 
0,9198 ~ 25 


~~ — 0.2300 g Lithiumlactat = 0,2158 g d-Milchsiiure. 


Die Ausbeute betrug sonach 97,56°/o. 


Versuch 7. 
0,2765 g d-Milchséure in Natriumsalz iibergefiihrt wurden 
zu 100 ccm Harn von einem Gesunden hinzugeftigt und in 
gleicher Weise wie bei Versuch 4 behandelt. 
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1=2dm; a = — 0,32°; c = 1,1360. 
Hieraus ergab sich: 
1,1360 * 25 
100° 
Die Ausbeute betrug mithin 96,35°/o. 
Die Tabelle ergibt eine Ubersicht der erhaltenen Werte. 


= 0,2840 g Lithiumlactat = 0,2664 g d-Milchsaure. 




















Tabelle 4. 

Vor. | Menge der! pope | | | Menge des Riese 
zugesetzten | | gefundenen} @-“lichsaure — 
suchs- | d-Milch- | yinge| @ | ¢ | Lithium- =a ago 
nummer | _— l | | | lactates gesetzten 
|g | an | |g dg Menge 

4 | 00635 | 2 | —0,07| 0.2469! 0,067 |0,0579 91,18 

5 | 0,0690 | 2 | —0,08 | 0,2802) 0,0701 |0,0659 95,51 

6 | 02212 | 2 | —0,26| 0,9198) 0,2300 02158 97,56 

7 | 0.2765 | 2 | —0,32| 1,1360) 0,2840 ]0,2664, 96,35 

















Um die Frage zu entscheiden, ob bei der Bestimmung 
der d-Milchsiiure im Harne auf dem polarimetrischen Wege die 
Bleibehandlung entbehrlich ist, wurden die folgenden Ver- 
suche ausgefiihrt. 


Versuch 8. 


0,3288 g d-Milchsiéure als Natriumsalz zu 100 cem Harn 
vom gesunden Menschen zugesetzt, eingedampft und mit Alkohol 
extrahiert. Der Destillationsriickstand der Alkoholausziige wurde 
in wenig Wasser gelést und dann 72 Stunden im Extraktions- 
apparat mit Ather bei phosphorsaurer Reaktion extrahiert. Der 
Destillationsriickstand des Atherextraktes wurde nach Zusatz 
von Wasser und Lithiumearbonat mit Tierkohle entfarbt, filtriert 
und griindlich mit heifem Wasser ausgewaschen. Das Filtrat 
und die Waschwiisser wurden auf die gleiche Weise wie bei 
Versuch 4 behandelt und dann polarisiert. 

1=2dm; a = —0,38°; c = 1,3531. 

Hieraus ergab sich: 

1,3531 X 25 oe aie ' » 
"; iio 0,3383 g Lithiumlactat — 0,3174 g d-Milchsaure. 


Die Ausbeute betrug sonach 96,53°/o. 
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Versuch 9. 
0,6576 g d-Milchsaure als Natriumsalz zu 100 ccm Harn 


vom Gesunden hinzugefiigt und in der gleichen Weise wie 
bei Versuch 8 behandelt. 


l= 2dm; «a = —0,75°: ¢ = 2,7235. 
Hieraus ergab sich: 
2,7235 X 25 


—_ aie 0,6809 g Lithiumlactat = 0,6388 g d-Milchsiure. 


Die Ausbeute betrug sonach 97,15°/o. 


Versuch 10. 


0,9864 g d-Milchsiéure als Natriumsalz zu 100 ccm Harn 
vom Gesunden hinzugefiigt und auf die gleiche Weise wie bei 
Versuch 8 behandelt. 

]1=2dm; a = —1,10°; c = 4,0/6d. 

Hieraus ergab sich: 

BOT S*9 — 1,019 g Lithiumlactat = 0,9561 g d-Milchsiiure 

Die Ausbeute betrug sonach 96,93°/o. 

Die Ergebnisse sind tibersichtlich in folgender Tabelle 
zusammen gestellt : 


Tabelle 5. 

















— | Menge der a | Menge des Gefundene 
. zugesetzten _ gefundenen} 4-Milchséure- 
suchs- d-Milch- | linge a c | Lithium- °/) der zu- 
aniten| =e | | | lactates gesetzten 
| g dm | | g g Menge 
8 | 0,3288 2 | — 0,38 | 1,3531 |  0,8383 10,3174 96,53 
9 | 0,6576 2 | —0,75 | 2.7235 | 0,6809 10,6388 97,15 
. | | 
10 | 0,9864 2 |—110) 40765) 1,0191 |0,9561 96,93 





Vergleicht man die in Tabelle 4 eingetragenen Werte 
der gefundenen d-Milchséure mit den in Tabelle 5 zusammen- 
gestellten, so geht hervor, dafi das Verfahren mit Bleibehand- 
lung keine besseren Resultate liefert als das Verfahren ohne 
Bleibehandlung. Es kann also nicht bezweifelt werden, 
daB bei der Bestimmung der d-Milchsiiure im Harne 








402 J. Yoshikawa, 


auf dem polarimetrischen Wege die Bleibehandlung 
durchaus entbehrlich ist. 

Endlich habe ich versucht, den mit d-milchsauren Salzen 
versetzten Harn bei phosphorsaurer Reaktion direkt im Ex- 
traktionsapparat mit Ather zu extrahieren und dadurch die 
Ausbeute an d-Milchséure zu vermehren. 


Versuch 11. 


0,5909 g d-Milchsiure als Natriumsalz zu 100 ccm Harn 
vom Gesunden hinzugefiigt, mit 15 ccm konzentrierter Phosphor- 
siiure angesiiuert und 72 Stunden im Extraktionsapparat mit 
Ather extrahiert. Der Destillationsriickstand des Atherextrakts 
wurde mit wenig Wasser aufgenommen, mit Lithiumcarbonat 
im Uberschu8 auf dem Wasserbade digeriert, mit Tierkohle 
entfiirbt, filtriert und griindlich mit heifem Wasser ausge- 
waschen. Das Filtrat und die Waschwasser wurden im Va- 
kuum bei 50° des Heizwassers stark eingeengt, in einen 
25 cem-Kolben gebracht, mit Wasser bis zur Marke aufgefiillt, 
filtriert und polarisiert. 

1=2dm; a = —0,70°; c = 2,5358. 

Hieraus ergab sich: 

2.5358 X 25 
100 
Die Ausbeute betrug sonach 100,65°/o. 





= 0,6339 g Lithiumlactat = 0,5943 g d-Milchséure. 


Versuch 12. 


0,5909 g d-Milchséure als Natriumsalz zu 100 cem Harn 
vom Gesunden hinzugefiigt und auf die gleiche Weise wie bei 
Versuch 11 behandelt. 

1=2dm; a = —0,699; c = 2,4975. 

Hieraus ergab sich: 

2,4975 X 24 se a deiscoe 
2,46 a = 0,6244 g Lithiumlactat = 0,5858 g d-Milchsaure. 
Die Ausbeute betrug sonach 99,14°/o. 














a eal 
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Versuch 13. 


0,8273 g d-Milchsiiure als Lithiumsalz zu 100 cem Harn 
vom Gesunden hinzugefiigt und auf die gleiche Weise wie 
bei Versuch 11 behandelt. 


1—2dm; a = —0,95°; c = 83,4889. 
Hieraus ergab sich: 
3,4889 X 25 


- = 0,8722 g Lithiumsalz = 0,8183 g d-Milchsiiure. 





100 
Die Ausbeute betrug sonach 98,91°%o. 


Versuch 14. 


0,2364 g d-Milchsiure als Lithiumsalz zu 100 ecm Harn 
vom Gesunden hinzugeftigt und auf die gleiche Weise wie bei 
Versuch 11 behandelt. 

l1=2dm; a = —0,289; c = 0,9913. 

Hieraus ergab sich: 

OPO S <2 — 0,478 g Lithiumsalz = 0,2325 g d-Milchsiiure. 

Die Ausbeute betrug sonach 98,35°/o. 

Zur leichteren Ubersicht leite ich aus den geschilderten 
Versuchen folgende Tabelle ab: 


























Tabelle 6. 
Ver- Menge der p ie Menge des} _Gefundene 
zugesetzten | . gefundenen d-Milchsaure a 
suchs- | d-Milch- | |inge| ¢@ e | Lithium- ly der zu- 
nummer) *@Ure | _ lactates gesetzten 
g dm | | g g | Menge 
11. | 0,5909 2 | —0,70 | 2.5358} 0,6339 10,5943, 100,65 
12 0.5909 2 | —0,69) 2,4975| 0,6244 0,588 99,14 
13 0,8273 2 | —0,95 | 3,4889) 0,8722 |0,8183 98,91 
14 0,2364 2 | —0,28! 0,9913) 00,2478 |0,2325) 98,35 





Aus der Tabelle 6 ist zuersehen, daB die direkte 
Extraktion der d-Milchsiure aus dem mit Phosphor- 
siure angesiuerten Harne mit Ather recht befrie- 
digende Resultate lieferte, indem von der zugesetzten 
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d-Milchséure 98,35 —100,65°/owiedergefunden wurden. 
Dieser Gang der Analyse ist deshalb recht empfehlens- 


wert. 


VI. Bestimmung der d-Milchséiure in Muskeln nach dem polari- 
metrischen Verfahren. 

Wenn man die Milchsiiure, resp. die milchsauren Salze 
aus dem Muskelbrei mit siedendem Wasser auszieht und dieses 
Verfahren oft wiederholt, so erhalt man schlieBlich Ausztige, 
die keine Spur von milchsauren Salzen mehr zu enthalten 
scheinen. Daf der so erschdpfte Muskelbrei dennoch nicht 
unerhebliche Mengen von den milchsauren Salzen einschlieBt, 
hat vor kurzem Julius Mondschein!) durch Untersuchung 
auber Zweifel gestellt. Diese kénnen nach v. Firth?) be- 
stimmt werden, wenn man den Muskelbrei durch Kochen mit 
10°/oiger Natronlauge aufschlieBt und dann aus der LOsung das 
Eiweifs durch Zusatz von Kochsalz in der Siedehitze ausfiillt. 
In Ubereinstimmnng mit der Angabe von Julius Mondschein 
habe auch ich die Beobachtung gemacht, daB die Bestimmung 
der Milchsiiure in den Muskeln nur dann moglich ist, wenn 
man zuniichst die Muskelmasse durch Kochen mit verdiinnter 
Schwefelsiiure aufschlie8t und dann den Uberschu8 von Schwefel- 
siiure mit Barytwasser entfernt. 

Es mufSte nun untersucht werden, welche von den beiden 
AufschlieBungsmethoden das Vorziiglichste ftir die Bestimmung 
der d-Milchsiure anf dem polarimetrischen Wege leistet. Zu 
diesem Zwecke waren die folgenden Versuche angestellt. 


Versuch 1. 


Zerhacktes Rindfleisch wurde in zwei gleiche Portionen 


A und B von je 70 g geteilt. 

Portion A. Diese Portion wurde nach der Vorschrift 
von Julius Mondschein mit siedendem Wasser ausgezogen 
und der Auszug und das Koagulum getrennt auf d-Milch- 
siure untersucht. 





') Julius Mondschein, Biochem. Zeitschrift, Bd. 42, S. 118. 
*) v. Firth, a. a. O. 
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Der Auszug wurde zum diinnen Sirup eingeengt und mit 
Alkohol erschépft. Der Destillationsriickstand des Alkohol- 
extraktes wurde bei phosphorsaurer Reaktion 72 Stunden im 
Extraktionsapparat mit Ather extrahiert, aus dem Atherextrakt 
auf die tibliche Weise das Lithiumlactat dargestellt, die L6sung 
des letzteren auf 25 ccm gebracht, filtriert und polarisiert. 

= 2dm; a = — 0,639; = 2,2716. 

Hieraus ergab sich: 

2,2716 X 25 
100° 

Das Koagulum wurde durch Erhitzen mit Natronlauge 
aufgeschlossen, die resultierende Losung durch Sittigung mit 
Kochsalz in der Siedehitze und Ansiuern mit Schwefelsiiure 
vom Eiweif befreit; die eiweibfreie Losung wurde auf die gleiche 
Weise wie der Auszug behandelt. Das Volumen der Lithium- 
lactatl6sung betrug 25 ccm. 

= 2dm; a = — 0,029: c = 0,0704. 

Hieraus ergab sich: 


= 0,5679 g Lithiumlactat = 0,5328 g d-Milchsdure. 





AS OF 
ee i = 0,0176 g Lithiumlactat = 0,0165 g d-Milchsiaure. 
d-Milchsiiure aus dem Auszug...— 0,5328 g 
d-Milchsiure aus dem Koagulum = 0,0165 » 

Summa = 0,5493 g 

Portion B. Diese Portion wurde mit 300 ccm Wasser und 
1,5 eem konzentrierter Schwefelséure versetzt und 11/2 Stunden 
unter zeitweisem Ersatz des verdampfenden Wassers gekocht. 
Dabei léste sich die ganze Masse bis auf wenige Fléckchen. 
Die Flissigkeit wurde durch Baryt von Schwefelséure, durch 
Kohlensaiure von tberschiissigem Baryt befreit und auf dem 
Wasserbade zu einem diinnen Sirup (etwa 30 ccm) abge- 
dampft. Der Sirup wurde mit 10fachem Volumen 95°/oigen 
Alkohols versetzt, nach 48stiindigem Stehenlassen die klare 
alkoholische Lésung abgegossen und der Riickstand zweimal 
mit 150 cem siedenden 95°/oigen Alkohols extrahiert. Der 
Destillationsriickstand der alkoholischen Ausziige wurde in 
Wasser gelést, mit Phosphorséure stark angesauert und 
72 Stunden im Extraktionsapparat mit Ather extrahiert. Der 
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Destillationsriickstand des Atherextrakts in wenig Wasser ge- 
lost, in 25 cem-Kolben iibergefiihrt, mit Lithiumearbonat im 
Uberschusse versetzt, mit Wasser genau bis zur Marke ein- 
gefillt, filtriert und polarisiert. 

l= 2dm; a = — 0,64°; c = 2.3090. 

Hieraus ergab sich: 
2,3090 * 25 


100 = 0,5772 g Lithiumlactat = 0,5415 g d-Milchsaure. 


Versuch 2. 


Vom zerhackten Rindfleisch wurden zwei gleiche Teile 
A und B zu je 70 g abgewogen. 

Portion A. Aus dieser Portion wurden nach Angabe 
von Mondschein der Wasserauszug und das Koagulum her- 
gestellt. 

Die Bearbeitung des Wasserauszugs geschah auf die 
gleiche Weise wie bei Versuch 1. Das hierbei erhaltene Lithium- 
lactat wurde mit demjenigen aus dem Koagulum vereinigt und 
zur Bestimmung der d-Milchsaéure verwendet. 

Die AufschlieBung des Koagulums erfolgte genau nach der 
Vorschrift von Mondschein. Aus der resultierten Lésung ent- 
fernte man die Hauptmenge des Eiweifes durch Neutralisation 
mit verdiinnter Schwefelsiéure ohne Zusatz von Kochsalz, dampfte 
das Filtrat auf dem Wasserbade zu einem diinnen Sirup ab 
und erschopfte den Sirup mit Alkohol. Der Destillationsriick- 
stand des Alkoholextraktes wurde zuerst zur Entfernung der 
fettigen Substanzen bei sodaalkalischer Reaktion 24 Stunden 
und dann bei phosphorsaurer Reaktion 72 Stunden im Ex- 
traktionsapparat mit Ather extrahiert. Die d-Milchsiiure, welche 
beim Abdestillieren des Athers zuriickblieb, wurde durch Zu- 
satz von Wasser und Lithiumcarbonat in Lithiumlactat tiber- 
gefiihrt, samt dem aus dem Wasserauszug erhaltenen Lithium- 
lactat in 25 cem-Kolben gebracht, mit Wasser bis zur Marke 
aufgefiillt, umgeschiittelt, filtriert und polarisiert. 

1=—2dm; a= — 0,69°; c = 2,4938. 

Hieraus ergab sich: 

a = 0,6235 g Lithiumlactat = 0,5850 g d-Milchsaure. 
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Es wurden gefunden: 

0,5850 g d-Milchsiure in 70g Muskelportion A. 

Portion B. Diese Portion wurde durch mit 5 pro Mille 
Schwefelsiiure aufgeschlossen und dann auf die gleiche Weise 
wie bei Portion B in Versuch 1 behandelt. Die hergestellte 
Lithiumlactatldsung in einen Kolben von 25 cem eingegossen, 
mit Wasser genau bis zum Teilstrich aufgefiillt, filtriert und 


polarisiert. 
l= 2dm;a => — 0,679; c = 2,4197. 
Hieraus ergab sich: 
2.4197 X 25 | are oe , 
a — “ = 0,6049 g Lithiumlactat = 0,5675 g d-Milchsiiure. 


Die mitgeteilte Untersuchung hat bewiesen, da’ bei Auf- 
schlieBung der Muskelsubstanz nach Julius Mondschein die 
Ausbeute an d-Milchsiiure eine bessere ist als bei AufschlieBbung 
der Muskelsubstanz mit Schwefelsiiure von 5 Volumen pro Mille 
in der Siedehitze. Wenn nun auch beim Eindampfen der nach 
der Alkalimethode hergestellten Muskellésung reichliche Ab- 
scheidung der Salze erfolgt, die die nachherige Extraktion der 
milchsauren Salze mit Alkohol erschwert, und wenn auch schwer- 
lich ein Gewinn an Zeit damit verkniipft ist, halte ich doch fiir 
empfehlenswert, die Alkalimethode in der bei Portion A in 
Versuch 2 beschriebenen Form auf die AufschlieBung der Muskel- 
substanz anzuwenden. 

Jetzt stellte ich mir die Aufgabe, die Genauigkeit, mit 
der die d-Milchsaiure in den Muskeln auf dem polarimetrischen 
Wege bestimmt werden kann, festzustellen. Zur Lésung dieser 
Aufgabe wurden folgende Versuche angestellt. 


Versuch 3. 


Die Muskeln von Kaninchen wurden durch die Fleisch- 
maschine in einen gleichméBbigen Brei verwandelt, von dem 
vier Portionen von je 70g abgewogen und nach dem oben 
beschriebenen Verfahren auf d-Milchsiure untersucht wurden, 
und zwar Portionen a und b sofort, Portion ec nach Zusatz 
von 1,0347 g Zinklactat und Portion d nach Zusatz von 1,1584 g 
Lithiumlactat. 
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Portion a. Die erhaltene Lithiumlactatl6sung wurde auf 
25 ccm aufgefiillt und in 2 dm langem Rohr polarisiert. 
a = — 0,46°; c = 1,6444. 
Hieraus ergab sich: 
1,6444 25 s ali — aisha 
aa 0,4111 g Lithiumlactat = 0,3857 g d-Milchsaure. 
Portion b. Die erhaltene Lithiumlactatlisung wurde 
auf die gleiche Weise wie bei Portion a behandelt. 
|= 2dm; a = —0,47°; c = 1,6816. 

Mithin: 
1,6816 * 25 
100 

Es wurden sonach gefunden: 
Portion a = 0,3857 g d-Milchsiiure 
b = 0,3944 » » 
Mittel = — 0, 3901 g > 
Bei Portionen ec und d gibt die Differenz zwischen diesem 
Mittelwert 0,3901 und den gefundenen d-Milchsiuremengen 
die zugesetzte d-Milchsiiure an. 
Portion c. Die erhaltene Lithiumlactatl6sung wurde in 
oben beschriebener Weise api 


= 0,4204 g Lithiumlactat = 0,3944 g d-Milchsiure. 





1=2dm; a = —1,27°; c = 4,7543. 
Mithin: 
4.7943 XK 25 ae is , “ 
= a aa 1,1886 g Lithiumlactat = 1,1151 g d-Milchsaure. 
Gefundene d-Milchsiiure . . . we Li gs 
Mittelwert der priiexistierenden Aatidutine . = 0,3901 >» 
Wiedergefunden von 0,7605 g zugesetzter 
d-Milchsiiure .. . ; . == 0,7250 g 


Es wurden somit von rv naeniiicaiiain d-Milch- 
siiture 94,72°/o wiedergefunden. 

Portion d. Die Untersuchung der erhaltenen Lithium- 
lactatldsung geschah wie sonst. 

1=2dm; a = —1,58°; c = 6,0309. 

Mithin: 
6,0309 25 


100 = 1,5077 g Lithiumlactat = 1,4145 g d-Milchsiure. 
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1,4145 g 
0.3901 » 


| 


Gefundene d-Milchsaure ‘4 
Mittelwert der priexistierenden a Milchsdiure 


Wiedergefunden von 1,08S68 g zugesetzter 
@-Milchsiure ..... s+... = RO@e 
Es wurden also von der angewandten d-Milch- 
siure 94,26°/o wiedergefunden. 
Die folgende Tabelle gibt die Ubersicht der erhaltenen 


Ergebnisse: 


| 


Tabelle 7. 








Daraus Menge Daraus |) Wieder- 





Num- Menge “ene | fo “wi gefunden 
mer | der rechnete | gefun- rechnete ‘*°r °° 
der | zugesetzen (d-Milch- a. c¢ denen d-Milch-| ge setzten 
Por. Lactate siiure- | (Lithium- séiure- | 4-Milch- 
menge | lactates| menge ““0"' 

tionen | | P 

# ci | 5 n 
a 0 OO (—0,46 16444 O4111 | 038857 | - 
b 0 0 |—0,47'1,6816 0,4204 | 0,3944) — 
e 1,0347 Zn-Lactat! 0,7655 —1,274,7543 11886 11151 | 94,72 
d 1,1584Li- » | 1,0868 —1,586,0309 1,5077  1,4145 | 94,26 


Versuch 4. 
Von zerhackten Kaninchenmuskeln wurden Portionen a 
und b zu je 90 g abgewogen. 
Portion a. Die Bearbeitung geschah wie sonst. Die 
erhaltene Lithiumlactatl6sung wurde auf 25 ccm aufgefiillt 
und polarisiert. 





l= 2dm; a = —0,52°; c = 1,8642. 
Mithin: 
1 8642 X25 =o 


— = 0,4661 g Lithiumlactat = 0,4373 g d-Milchsiure. 


Portion b. 0,6195g Zinklactat = 0,4583 g d-Milchsiiure 
zu Muskelbrei zugefiigt und auf obige Weise behandelt. 
]= 2 dm; a = —1,00°; c = 3,6839. 


Mithin: 
3,6 6839 25 ee 
se — a 0,9210 g Lithiumlactat = 0,8641 g d-Milchséure. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXXXVIL. 28 
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(refundene d-Milchsfure . . . . . . . . = 0,8641 g 

Priiexistierende d-Milchsiiure. . . . . . . = 0,4373 » 

Wiedergefunden von 00,4083 g zugesetzter 
d-Milchsiure. . . . . . . . . . == 0,4268 g 


Es wurden also von der zugesetzten d-Milch- 
siiure 93,12° 0 wiedergefunden. 

Wie aus den Ergebnissen von Versuchen 3 und 4 zu 
ersehen ist, betrigt die Ausbeute an der zum Muskelbrei zu- 
vefiigten d-Milchséure 93,12, 94.26, 94,72, im Mittel 94,03°/o 
des verlangten Wertes. Es unterliegt sonach keinem 
“Zweifel, dali d-Milchsiure in Muskeln auch nach der 
von mir ausgearbeiteten optischen Methode bestimmt 
werden kann. 

Verfehlen will ich nicht, hervorzuheben, dab es Julius 
Mondschein!) gelang, kleine Mengen freier B-Oxybuttersiiure 
im normalen Muskel nachzuweisen. Obgleich ich weit davon 
entfernt bin, diese Angabe in Abrede zu stellen, bin ich doch 
davon fest tiberzeugt, dah unter normalen Verhiiltnissen eine 
so geringe Quantitaét der B-Oxybuttersaiure, die «anscheinend 
fiir die Aciditiit des Muskels kaum in Betracht» kommt, keinen 
nennenswerten EinfluB auf die Bestimmung der d-Milchsiiure 
nach dem polarimetrischen Verfahren ausiibt. 


VII. Bestimmung der bei der Muskelautolyse gebildeten d-Milchsaure 
nach dem polarimetrischen Verfahren. 


Man hat sich wiederholt die Frage vorgelegt, ob nicht 
in den Muskeln ein milchséurebildendes Ferment vorhanden 
ist, welches nach dem Absterben der Muskelzelien noch seine 
Wirkung entfalten kann. Das Verdienst, diese Frage zuerst 
auf experimentellem Wege entschieden zu haben, gebiihrt 
Katzuji Inouye und Kenro Kondo.?) Sie digerierten die 
Muskeln von verschiedenen Tieren, wie Hunden, Kaninchen, 
Hiihnern, Karpfen, mit Chloroform oder Tcluol enthaltendem 
Wasser bei Bruttemperatur und beobachteten reichliche Bildung 


') Julins Mondschein, a. a. O., S. 123. 
*) K. Inouye und K. Kondo, Diese Zeitschr., Bd. 54, S. 481. 
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von d-Milchsiure, die vom 1. bis zum 4, Tage andauerte. Diese 
Milchsiiurebildung wurde aber durch Kochhitze vollstiindig auf- 
gehoben. Da das Leben der tierischen Zellen in Gegenwart 
von Toluol und Chloroform unmdglich ist, und da die Koch- 
hitze allen fermentativen Wirkungen ein Ende machen mubB, 
so haben die genannten Autoren!) den Satz aufgestellt, 
dah «die Entstehung der Rechtsmilchséure in den autolysierten 
Muskeln nicht mit dem Zelleben im direkten Zusammenhang 
steht, sondern als rein chemischer Vorgang zu betrachten ist. » 
Dagegen ist von W. M. Fletcher?) der Gedanke geiubert 
worden, dafi die Muskelzellen sowohl bei Siiugetieren als bei 
Amphibien nur im lebenden Zustande Milchsdure zu bilden 
vermoégen, und dab «there is no subsequent «autolytic» pro- 
duction of lactic acid by muscle.» Dieser Gedanke hat aber 
jede Bedeutung und Berechtigung eingebifit, seitdem durch 
Embden und seine Mitarbeiter’) gezeigt worden ist, dab 
eine erhebliche Zunahme der Milchsiure im zellfreien Muskel- 
prefsaft «nach 1 bis 2stiindigem Stehen des letzteren bei 40°» 
erfolgt. 

Im Anschluf an die fermentative Milchsiurebildung haben 
K. Inouye und K. Kondo sehr interessante Beobachtungen 
gemacht, denen zufolge bei der tiber 5 Tage fortgesetzten Autolyse 
der Muskeln sich stets eine milchséurezerst6rende Wirkung 
geltend macht. Dab diese Milchsiiurezerstorung weder durch 
Mitwirkung der Mikroorganismen noch «durch eine vermehrte 
Milchsiurebindung durch Eiweif» verursacht ist, vielmehr 
einem fermentativen Vorgang zuzuschbreiben ist, hat Nicolaus 
Ssobolen‘*) durch die unter Leitung v. Fiirths ausgefiihrten 
Versuche aufer Zweifel gestellt. 

Die nachstehenden Versuche waren der Erledigung der 
Frage gewidmet: ob die Milchsiure, welche in den autoly- 
sierten Muskeln entsteht und beim Fortschreiten der Autolyse 





'. K. Inouye und K. Kondo, a. a. 0., S. 494. 

?) W. M. Fletcher, Journ. of Physiol., Bd. 43, S. 287—312. 

5) G. Embden und seine Mitarbeiter, Biochem. Zeitschr., Bd. 45, 
D, 80. 


4) Nicolaus Ssobolen. Biochem. Zeitschr., Bd. 47, S. 367. 
2R* 
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der Zerst6rung anheimfiallt, mit d-Milchsiéure identisch ist. 
Die Art der AufschlieBung der Muskelsubstanz war genau 
so wie oben besechrieben und die Bestimmung der darin 
enthaltenen d-Milchséiure fand stets auf polarimetrischem 


Wege statt. 


Versuch 1. 


Kin gut ernihrter Hund wurde durch Verblutung aus der 
Carotis getotet. Die abpriparierten Muskeln wurden mit der 
Fleischhackmaschine in einen Brei verwandelt und 4 Portionen 
zu je 150 g abgewogen. Die Portionen 2 bis 4 wurden mit 
600 ecm des nach der Vorschrift von Tamau kikkoji!) 
hergestellten Chloroformwassers durchgemischt und bei 38° 
digeriert. Alle digerierten Portionen erwiesen sich, vor der 
Verarbeitung auf d-Milchséure bakteriologisch untersucht, als 
vollig steril. Die erhaltene Lithiumlactatl6sung wurde bei allen 
4 Portionen auf 25 ccm aufgefiillt, filtriert und in 2 dm langem 
Rohr polarisiert. Die beifolgende Tabelle zeigt die Ergebnisse. 


Tabelle 8. 














Nummer | Gewicht | ne | Daraus berechnete Menge 
der . a der | « ec  |desLithium- der 
Muskeln =f actates |d-Milchsiure 
Portionen Digestion lactates d Milchsauri 
ul | g o 
) | > 
. Sofort a oF F soap | pee 
1 150 — 0,58 2.08644 0.5216 0.4894 
verarbeitet 
2 150 2 Tage |—0,87 3,1852] 0,7963 |  0,7471 
3 150 L >» —0,88 3.22221 0,8056 |  0,7558 
4 150 14 »  |—0,72 2,6173} 0.6543 | — 0,6139 


Versuch 2. 


Vom Muskelbrei von einem Kaninchen wurden 3 Portionen 
zu je 150 g abgewogen, die erste sofort auf d-Milchséure ver- 
arbeitet, die iibrigen jede fiir sich nach der Digestion mit 


') T. Kikkoji, Diese Zeitschr., Bd. 63, S. 109. 
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600 cem Chloroformwasser. Die digerierten Portionen waren 
steril. Die erhaltene Lithiumlactalt6sung wurde bei allen Por- 
tionen auf 25 ccm aufgefiillt, filtriert und in 2 dm langem Rohr 
Rohr polarisiert. Die Resultate sind in folgender Tabelle zu- 
sammengestellt. 


Tabelle 9. 

















Nummer | Gewicht ai Daraus berechnete Menge 
der cer der a e [des Lithium. der 
a a Muskeln et lactates  d-Milchsiiure 
Portionen Digestion 
z g g 
g : 
150 sofort = |__0.50/1,7901| 0,4475 0.4198 
verarbeitet 
2 150 1 Tag — 0,97 3,5679 | = 0,8920 0.8369 
150 4 Tage —1,003,6790] 0.9198 0.8630 


Versuch 3. 





Von den zerhackten Kaninchenmuskeln wurden 4 Portionen 








zu je 100 g abgewogen, die erste sofort auf d-Milchsiure ver- 
arbeitet, die iibrigen jede fiir sich nach der Digestion mit 1000 ccm 
Chloroformwasser. Alle digerierten Portionen erwiesen sich 
als steril. Die erhaltene Lithiumlactatl6sung wurde bei allen 
4 Portionen auf 25 ccm aufgefiillt, filtriert und in 2 dm langem 








Rohr polarisiert. 


Die Ergebnisse tibersieht man aus _ nach- 


stehender Tabelle. 


Tabelle 10. 











Nummer | Gewicht cia Daraus berechnete Menge 
der der der a «  |des Lithium- der 
er Muskeln ve lactates d-Milchsiiure 
Portionen Digestion 
8 x e 
S | | 
100 «= s—«C fort |__ 9.58! 2.0864] 0.5216 0.4894 
verarbeitet | _—_ 
2 100 4 Tag —0,76) 2.7654) 0,614 0,6487 
| 
8 100 2 Tage |-- 0,77 2,8024] 0,7006 0.6573 
4 100 14 » — 0,73) 2,6481} —0,6620 0.6211 
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Wie aus den angefiihrten Versuchen zu ersehen 
ist, gelang es mir, mit Hilfe des von mir ausge- 
urbeiteten polarimetrischen Verfahrens festzustellen, 
einerseits dafii bei der Autolyse der Muskeln der 
Siiugetiere bei Bruttemperatur tatsachlich die Bil- 
dung von d-Milchséiure ohne Mitwirkung von Mikro- 
organismen erfolgt und anderseits, dali beider Auto- 
lyse von langer Dauer sich eine fermentative Zer- 
stOrung der d-Milchséure geltend macht, wenn auch 
nicht in so hohem Grade, wie R.S. Frew!) bei seinen 
Versuchen gefunden hatte. 


VIII. Bestimmung der d-Milchsaure in der Leber nach dem 
polarimetrischen Verfahren. 


Nachdem ich bewiesen habe, dafi meine polarimetrische 
Methode fiir Ermittelung der d-Milchsiiure in den Muskeln Vorziig- 
liches leistet, erscheint es wiinschenswert, festzustellen, ob sich 
der Gehalt der anderen tierischen Organe an d-Milchsiiure auch 
auf dem polarimetrischen Wege bestimmen lift. Hierzu einen 
Beitrag zu liefern, sind die nachstehenden Untersuchungen unter- 
nommen worden. Als Versuchsmaterial dienten Lebern von 
Rind und Kaninchen. Die AufschliefBung der Lebern und die 
weitere Verarbeitung der aufgeschlossenen Leberlosung ge- 
schahen auf die gleiche Weise, wie bei Muskeln. 


Versuch 1. 


Vom Brei der frischen Rindsleber wurden 5 Portionen 
zu je 150 g abgewogen und folgendermafen behandelt. 

Portion a. Sofort auf d-Milchsaéure verarbeitet. Die 
erhaltene Lithiumlactatlbsung auf 25 cem gebracht, filtriert 
und polarisiert. 

l= 2dm; a = — 0,28°; ec = 0,9896. 

Mithin: 
0,9896 < 25 


ee = 0,2474 g Lithiumlactat = 0,2321 ¢ d-Milchsiiure. 


1) R. S. Frew, Diese Zeitschrift, Bd. 60, S. 15. 
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Portion b. Sofort auf d-Milchséure verarbeitet. Die 
erhaltene Lithiumlactatlosung wurde auf 25 ccm aufgefiillt, 
filtriert und polarisiert. 

1= 2dm; a = — 0,30°; c = 1,0620. 

Mithin: 
1,0620 < 25 

100 
Es wurden sonach gefunden: 
in Portion a 00,2321 g d-Milchsiiure 
b 02491 » » 
Mittel 0,2406 g d-Milchsiiure. 
| Portion ec. 0,2284 g Lithiumlactat = 0,2143 g d-Milch- 
siiure zu Leberbrei hinzugefiigt und dann auf d-Milchsiéure ver- 
arbeitet. Die erhaltene Lithiumlactatldsung wurde auf 25 ecm 
aufgefiillt, filtriert und polarisiert. 


= (2,265) g Lithiumlactat = 0.2491 ¢& d-Milchsiiure. 


l= 2dm; a = — 0,52°; c = 1,8642. 
Mithin: 
Laas = = 0,4661 g Lithiumlactat = 0.4373 g d-Milchsiiure. 
100 . 
Gefundene d-Milechsiiure . .. . .. . . = 0.4373 ¢ 
Priiexistierende d-Milchsiiture. . . . . . . = 00,2406 


Wiedergefunden von 0,2148 g zugesetzter 
d-Milechsaure ........ . == @10G7 ¢ 

Es wurden also von der zugeseizten d-Milch- 
siure 91,78°/o wiedergefunden. 

Portion d. 0,4568 g Lithiumlactat = 0,4286 g d-Milch- 
siiure zum Leberbrei hinzugefiigt und dann auf d-Milchsiiure 
verarbeitet. Die erhaltene Lithiumlactatlésunz wurde auf 25 ccm 
aufgefiillt, filtriert und polarisiert. 


J 


l= 2dm;: a = — 0,756: ¢ = 2,/280. 
Mithin: 
a OX — 0.6820 ¢ Lithiumlactat = 0,639 g d-Milchsiture. 
100 , 
Gefundene d-Milchsiiure . . . . . . == 0,6399 g 
Priiexistierende d-Milchsfure. . . . . . . = 0,2406 
Wiedergefunden von 0,4286 g zugesetzter 
d-Milchsiiure ....... . . = 0,3993 g 
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Es wurden also von der zugesetzten d-Milch- 
siure 93.16°/0 wiedergefunden., 

Portion e. 0,9136 g Lithiumlactat = 0,8571 g d-Milch- 
siure zum Leberbrei hinzugefiigt und dann auf d-Milchsiure 
verarbeitet. Die erhaltene Lithiumlactatl6sung wurde auf 25 ccm 
aufgefiillt, filtriert und polarisiert. 


l= 2dm; a = — 1,22°; c = 4,5560. 
Mithin: 
t.9960 >< 25 , ee as : m 
100 = 1,1590 g Lithiumlactat = 1,0686 g d-Milchsiure. 
Gefundene d-Milchsiure . . . . . . . . = 1,0686 g 
Priexistierende d-Milchsiiure. . . . . « = OG » 
Wiedergefunden von 0,8571 g zugesetzter a | 
d-Milchsiure . . . ~ +e 3 . = 0,8280 g 


Es wurden also von — naeaainaiiia d- Milch- 
siiure 96,61 ¢ wiedergefunden. 


Versuch 2. 


Vom brei der frischen Hundeleber wurden 2 Portionen 
zu je 80 g abgewogen und behandelt wie folgt. 

Portion a. Sofort auf d-Milchsiure verarbeitet. Die 
erhaltene Lithiumlactatlbsung wurde auf 25 ccm aufgefiillt, 
filtriert und polarisiert. 

l= 2dm; a = — 0,15°: c = 0,5008. 

Mithin: 
0.5309 25 
100 

Portion b. 0,5958 g Lithiumlactat = 0,5590 g d-Milch- 
siiure zum Leberbrei hinzugefiigt und dann auf d-Milchsiure 
verarbeitet. Die erhaltene Lithiumlactatldsung wurde auf 25 ccm 
aufgefiillt, filtriert und polarisiert. 


= 0,1327 g Lithiumlactat = 0,1245 g d-Milchsaure. 


l= 2dm; a = —0,77°; c= 2,802. 
Mithin: 
2.8025 X 25 ails fae — ; 
100 = 0,7006 g Lithiumlactat = 0,6573 g d-Milchsaure. 
Gefundene d-Milchsiure . . . . . . . . =0,6573 g 
Priiexistierende d-Milchséiure . . . . . . == 0,1245 >» 





Wiedergefunden von 0,5590 g ia«/,éz 


d-Milchsiiure ...... . . . = 0,5328 g 
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Es wurden also von der zugesetzten d-Milch- 
siue 95,31°/o wiedergefunden. 

Die mitgeteilten Versuche zeigen, dal auf dem 
polarimetrischen Wege 91,78—96,61°/o von der zum 
Leberbrei zugesetzten d-Milchsiure wiedergefunden 
werden. Der Beweis fiir die Zuverlissigkeit meiner 
polarimetrischen Methode ist somit auch an der Leber 
erbracht worden. 

Ks ist mir eine angenehme Pflicht, an dieser Stelle Herrn 
Professor Osaka, dem Direktor des physikalisch-chemischen 
Instituts, fiir die Hilfe, die er mir bei der Berechnung der 
Formel!n fiir die aus den Versuchsergebnissen konstruierten 
Kurven hat zuteil werden lassen, meinen besten Dank zu sagen. 








Uber die Resorption der Hefenucleinséure nach ausgedehnter 
Resektion des Diinndarms beim Hunde. 
Von 
Junichi Mayesima. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat zu Kyoto.) 
(Der Redaktion zugegangen am 22, August 1913.) 


Die Frage nach der Bedeutung der Nahrungsnucleine fiir 
den Auf- und Abbau des Zellkerns ist auf Grund der neueren 
Kenntnisse tber die fermentative Spaltung und die Resorption 
der Nucleinsiiuren erneut der Gegenstand eingehender Unter- 
suchungen gewesen. So verfolgte Otto Loewi') das Schicksal 
der Nucleine im menschlichen Kérper und kam zu folgendem 
Schlub: «Nahrungsnucleine werden im Darm zum Teil gespalten: 
die Phosphorsiiure des gespaltenen Anteils geht in die Faeces, 
der stickstoffhaltige Anteil wird resorbiert. Der nicht gespaltene 
Anteil wird in toto resorbiert, wobei die Phosphorsaure in 
organischer Bindung bleibt.» FE. 5. London und Alfred 
Schittenhelm?) fa®ten ihre Untersuchungen tber Verdauung 
und Resorption von Nucleinsiiure im Magendarmkanal dahin 
zusammen, dal vornehmlich in den unteren Darmabschnitten., 
dem unteren Jejunum und Ileum, eine Aufspaltung der Nuclein- 
siiuren unter Abspaltung der Nucleoside (Guanosin usw.) er- 
folgt, und daf diese Aufspaltung durch Fermente des Darm- 
saftes bewirkt wird. 

Abgesehen von der Frage, in welcher Form die ein- 
gefiihrten Nucleinsiiuren zur Resorption gelangen, steht soviel 
fest, dal! die Hauptmenge der Nahrungsnucleine resp. der darge- 
reichten Nucleinsiiuren im Diinndarm resorbiert wird. Es schien 
mir daher von grofer Bedeutung, festzustellen, wie weit sich 
der Diinndarm entfernen lift, ohne daB die Ausnutzung der 


‘) Otto Loewi, Archiv f. exper. Pathol. u. Pharm., Bd. 70, 5. 10. 
2) E. S. London und Alfred Schittenhelm, Diese Zeitschrift, 


Bd. 70, S. 10, Bd. 72, S. 459 und Bd. 77, 5S. 86. 
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Nucleoproteide resp. der Nucleinsaéuren irgend eine Stérung 
erfiihrt. Hierzu sollen die nachstehenden Versuche einen Bei- 
trag liefern. 

Als Versuchstier wurde mir durch das Entgegenkommen 
meines Kollegen, des Herrn Prof. Y. Soyeshima, ein Hund, 
dessen Diinndarm bis zu 90°/o seiner ganzen Liinge entfernt 
war, zur Verfiigung gestellt. Ich lasse hier das Versuchspro- 
tokoll von Herrn Prof. Y. Soyeshima!?) folgen: 


«Brauner Hund. Koérpergewicht 20300 g. 19. VIII. 1910. Subcutane 
Injektion von 5 ccm einer 1°/oigen Morphiumlésung. Liinge des Jejuno- 
Ileums 490 cm. Resek‘ion desselben 400 em lang. Seitliche Anastomose. 
Der iibrigbleibende Diinndarm ist 45 cm lang und zwar Jejunum 33 cm 
und Ileum 10cm. Breite des resezierten Diinndarms betriigt 48—35 mm 
Dicke desselben 3,5—2,5 mm. 

Einige Tage nach der Operation wurde das Tier vorsichtig mit 
Milch und dann imit einer gemischten Kost, bestehend aus gekochtem 
Reis und geringer Menge von Fisch bezw. Fleisch, gefiittert. 


20. VIII. Kérpergew. 19100 g. — 21. VIIL Korpergew. 19000 ¢. 
22. VIII. Korpergew. 18800 g. — 23. VIII. Kérpergew. 18600 ¢g. — 24. VIL 
Koérpergew. 18000 g. — 25. VIIL Kérpergew. 18000 g. — 26. VIIL. Kérpergew 
18100 g. — 27. VIIL Korpergew. 18100 g. — 28, VIII. Korpergew. 18100 g. 
— 29. VIL. Koérpergew. 18150 g. — 50. VIII Koérpergew. 18200 ¢g. 
1. IX. Kérpergew. 18100 g. — 1. I. 1911 Koérpergew. 17900 ¢g, — 1. IIL 
Korpergew. 18000 g. — 1. IV. Kérpergew. 18400 g. 


Zwar tritt zeitweise eine leichte Diarrhée auf, jedoch wird das 


Tier dadurch nicht besonders angegriffen.» 

J41 Tage post operationem, den 25. VII. 1911, wurde der 
erste Versuch am Tiere angestellt: es wog 20900 g und be- 
fand sich ganz wohl. 

In der Vor- und der Nachperiode?) erhielt der Hund taglich 
ein Futter, welches aus 350 ¢ Reis und 200 ¢ Rindfleisch be- 
stand: das Futter wurde stets in zwei gleichen Portionen 2 mal 
des Tages gegeben und zwar um 9 Uhr morgens und 6 Uhr 
abends. Dazu bekam der Hund in den Nucleinsiiureperioden, die 
gleich den Vorperioden folgten, tiiglich 10 g hefenucleinsaures 
Natron von E. Merck mit dem obigen Futter vermischt. 


') Y. Soyeshima, Zeitschr. f. Chirurg., Bd. 112, 5. 456 
*) In der Nachperiode bei Versuch 1 erhielt der Hund taglich 180 g 


statt 200 g Fleisch 
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Junichi Mayesima, Resorption. 


Der Hund war in einem geriiumigen Versuchskiifig, der 
mit etwas geneigtem Blechboden und einer AbfluBrinne versehen 
war, um den allenfalls abgehenden Harn in einem untergestellten 
Gefiif} auffangen zu konnen: doch kam eine solche freiwillige 
Entleerung niemals vor: der Harn wurde nur einmal zu Ende 
des Versuchstages mittels des Katheters entleert. 

Jedesmal nach dem Katheterisieren wurde der Hund 
zwecks Kotentleerung herumgefiihrt und der Kot wurde von 
ihm auf eine untergehaltene Schale abgesetzt. Die Abgrenzung 
des Kotes geschah mittels 0,5 g gepulverten Karmins. Die 
tiigliche Kotmenge wurde in einer Porzellanschale abgewogen, 
durch mehrmaliges Verdunsten mit Alkohol auf schwach sie- 
dendem Wasserbade getrocknet, pulverisiert und dann in einer 
mit StOpsel versehenen Flasche zur Analyse aufbewahrt. 

Das Gewicht des Hundes wurde zu Anfang jedes Ver- 
suchstages nach dem Katheterisieren genommen. 

Die Tagesperioden gehen von 8 Uhr morgens bis 8 Uhr 
morgens des niichsten Tages. 

Die Stickstoffbestimmung wurde nach Kjeldahlscher 
Methode ausgefiihrt und der Phosphor nach dem Verfahren 
von Neumann bestimmt. 

Die mitgeteilten Versuche zeigen tibereinstim- 
mend, dai nach der Entfernung des groferen Teils des 
Diinndarms beimHunde die Resorption des Hefenuclein- 
siiure ohne wesentliche Stérung fortgeht. Ob diese 
Resorption durch den vom kleinen Rest des Diinn- 
darms sezernierten Darmsaft bewirkt wird, ob dabei 
die Mikroorganismen, welche nach E. 8. London, 
Alfred Schittenhelm und Karl Wiener’) in den unteren 
Darmabschnitten ihre spaltende Wirkung auf die Nuc- 
leinsiiuren entfalten, eine wesentliche Rolle spielen, 
das miissen weitere Untersuchungen entscheiden. 


') Kk. S. London, Alfred Schittenhelm und Karl Wiener, 
Diese Zeitschrift, Bd. 77, S. 87. 
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Untersuchungen iiber den Blutfarbstoff. 
Von 
Richard Willstitter. 





I. Mitteilung. 


Uber den Abbau des Haémins zu den Porphyrinen. 





Von 


Richard Willstatter und Max Fischer. 


Mit zwei Abbildungen im Text. 





(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Chemie in Berlin-Dahlem.) 
Der Redaktion zugegangen am 19. August 1913. 
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I. Betrachtungen tiber die Konstitution des Hamins. 


Unsere Untersuchung soll dazu beitragen, das Gemein- 
same und das Unterscheidende in der Struktur von Chlorophyll 
und von Hiéimin klarzulegen. 

Wenn die beiden Farbstoffe stark abgebaut werden, so 
tritt zwischen ihren Derivaten eine gewisse Verwandtschaft 
auf, die freilich weniger nahe ist, als man immer angenommen 
hat und die in ihrer Bedeutung tiberschiitzt worden ist. Die Por- 
phyrine aus Chlorophyll und Hamin sind einander ahnlich, niim- 
lich Hiimatoporphyrin, dem die Formel 

(:,,H,4N,(OH),(COOH), 

zugeschrieben wird, und Mesoporphyrin, nach Zaleski von 
der Formel 

C,H, ,N,(COOH, 
erinnern optisch und im Verhalten an Phyllo- und Pyrropor- 
phyrin von der Formel 

(:,,H,,.N,COOH 
und noch mehr an Rhodo-, Erythro- und Rubiporphyrin von 
der Formel 

C,,Hy,N,(C@OOH),. 

Identische Produkte sind bei dem Abbau beider Pigmente 
noch nicht erhalten worden, auber bei durchgreifender Spaltung 
des Farbstoffs, bei der Oxydation zur Hamatinsiure: 

CH, — CH—C =O 
SNH 
CO,H — CH, — CH, —CH—C=0 
und zum Methyliithylmaleinimid : 
CH, —CH—C=0 
NH 
CH, —CH, -CH—C=0 
und bei der Reduktion zu den Hamopyrrolen, einem Gemisch 
von Pyrrolhomologen, worin hauptsachlich enthalten sind: 
a ee 


| ni 
ai. {a 





Phyllopyrrol. 
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i ~—C—C—-- HE =~ 0 
| | | || 
G.-C <i HC C—CH, 


‘fs be 
NH NH 
Isohiimopyrrol. Kryptopyrrol. 


Den Abbau der beiden Chlorophyllkomponenten durch 
Alkalien bei hoher Temperatur, der eine Reihe von Carbon- 
siiuren mit komplex gebundenem Magnesium, die Phylline, ergab, 
haben wir vor kurzem zu den carboxylfreien Verbindungen, den 
Stammsubstanzen dieser Gruppen, fortgefiihrt,!) niimlich zum 

Atiophyllin, C,,H,,N,Mg 
und dem durch Abspaltung von Magnesium bei der Einwirkung 
von Siiure daraus entstehenden 

Atioporphyrin, C,,H,,N,. 

Diese sauerstofffreien Verbindungen sind gut krystalli- 
sierende Substanzen, die sich in ihren Eigenschaften dem 
Gruppenbilde einfiigen, das mit zahlreichen zuvor untersuchten 
Phyllinen und Porphyrinen gezeichnet worden ist. 

Zum Atioporphyrin hat nun auch der Abbau des Hiimins 
gefiihrt (Kapitel V). Wahrend Hamin und Himatoporphyrin beim 
Erhitzen mit methylalkoholischer Kalilauge leicht in amorphe, 
hochmolekulare Produkte umgewandelt werden, lassen sie sich 
bei Zusatz von viel Pyridin zur alkalischen Fliissigkeit glatt in ein- 
fachere Porphyrine umwandeln (Kapitel lV). Aus Hiimatoporphyrin 
entsteht ein schdn krystallisierendes Porphyrin mit vier Sauer- 
stoffatomen, fiir das wir den Namen Hiimoporphyrin vorschlagen, 
aus Hiimin entsteht unter denselben Bedingungen die komplexe 
Kisenverbindung des Mesoporphyrins. Die beiden Porphyrine 
stehen einander in der Zusammensetzung sehr nahe, sie sind 
entweder isomer oder Hémoporphyrin enthilt zwei Atome 
Wasserstoff weniger als Mesoporphyrin. 

Die Abspaltung der Carboxyle gelingt bei Haimoporphyrin 
wie bei Rhodoporphyrin nach der Natronkalkmethode, néimlich 
durch kurzes Erhitzen sehr kleiner Substanzmengen mit dem 
Alkali. Da die Magnesiumverbindungen leichter Kohlensiiure 
abspalten, fiihren wir in das Héiimoporphyrin zuerst Magne- 


') XXIII. Untersuchung tiber Chlorophyll, Ann. d. Chem., im Druck. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LAXXVII 29 








+26 Richard Willstitter und Max Fischer, 


sium ein und spalten es nach der Decarboxylierung aus dem 
gebildeten Atiophyllin wieder ab. Das Reaktionsprodukt ist 
identisch mit dem Atioporphyrin aus Chlorophyll nach Zu- 
sammensetzung und Eigenschaften wie dem Spektrum und 
seiner basischen Natur, die mittels der Verteilung zwischen 
Ather und Salzsiiure quantitativ gepriift wurde. 

Aus der Zusammensetzung C,,H,,N, des Atioporphyrins 
ergibt sich, daf seine Dicarbonsiiure Himoporphyrin der Formel 
C,5H,,0,N, entspricht, daB sie also mit den zweibasischen Por- 
phyrinen aus Chlorophyll (Rhodo- und Erythroporphyrin) isomer 
ist. Die Analyse des Hiimoporphyrins stimmt damit gut tiberein, 
wiihrend sie mit einer C,,-Formel schwer in Einklang gebracht 
werden kénnte. Da die Bildung von Hiimoporphyrin aus Hié- 
matoporphyrin ohne Verlust von Kohlenstoff stattfindet, so geht 
daraus weiter hervor, daS Hiimin, Hiimato- und Mesoporphyrin 
nicht mit den tiblichen Formeln C,,H;,0,N,FeCl, C,,H,,0,N, 
und C,,H,,0,N, auszudriicken sind, sondern gleichfalls durch 
Formeln mit 33 Kohlenstoffatomen, némlich: 

Hiimin C,,H,,0,N,FeCl. 

Unabhingig von der Bildung des Atioporphyrins haben 
wir es auch bei der Analyse einer Anzahl von Derivaten des 
Hiimins wahrscheinlich gefunden, dai die Formeln des Hiimins 
und Hiimatoporphyrins in diesem Sinne abzuindern sind. 

Das bedeutende analytische Material der Literatur fiigt sich 
zum grofen Teil gut dieser Abanderung, wie in den experimen- 
tellen Abschnitten beim Haématoporphyrin und Mesoporphyrin 
gezeigt wird; auch fiir Haimin trifft dies zu. Aus der griindlichen 
analytischen Untersuchung von W. Kiister?’) ttber Hémin fiihren 
wir z. B. den Durchschnittswert von 16 Analysen des Hamatins an 
neben den theoretischen Werten fiir die Formeln mit C,, und C,,. 


Berechnet fiir C,,H,,0,N,Fe: C,,H,,0,N,Fe : Gefunden: 
C = 64,43 63,74 63,98 
H = 5,25 5.35 5,34 


Die iiltere Hiiminformel C,,H,,0,N,FeCl ist auf Grund 
der sorgfiltigen Analysen des Mesoporphyrins von J. Zaleski?) 


1) Diese Zeitschrift, Bd. 40, S. 391 (1904). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 37, S. 54 (1902). 
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in die nun allgemein angenommene mit C,, abgeiindert worden; 
dabei sind aber, worauf Willstatter und Pfannenstiel') auf- 
merksam gemacht haben, Formeln mit C,, nicht in Betracht 
gezogen worden. Zwischen so nahe stehenden Formeln ergibt 
die Analyse nicht leicht eine sichere Entscheidung, um so weniger 
als bei manchen Derivaten des Hiimins die Bestimmungen er- 
heblich differieren. Die Entscheidung durch die Uberfiihrung in 
die sauerstofffreie Verbindung, deren Formulierung sich auf die 
Ableitung aus den Chlorophyllderivaten, also auf ein betriichtliches 
analytisches Material stiitzt, ist daher von gréferer Beweiskraft. 
Um fiir die Struktur des Atioporphyrins einen Ausdruck 
zu finden, miissen wir die Ergebnisse der Oxydation und Re- 
duktion des Hiimins und der Chlorophyllderivate beriicksichtigen. 
Darnach setzt sich das Molekiil der Stammsubstanz aus vier 
Pyrrolkernen zusammen. Die Zahl seiner Wasserstoffatome ist 
auffallend niedrig, die Pyrrole mtissen daher so verbunden und 
substituiert sein, dai dabei im Vergleich mit einfachen Bin- 
dungen acht Atome Wasserstoff erspart werden, sei es durch 
Doppelbindungen oder weitere Ringschliisse. EinigenVorstellungen 
hinsichtlich der Art, in der man die Pyrrolkerne verkniipft 
denken kann, begegnen wir in der Literatur iiber Hémin. 
W. Kiisters wichtige Arbeiten haben das Gebiet des 
Blutfarbstoffs mit folgender Konstitutionsformel des Hiamins 


a 
h-¢-—— ~C===C— CH, 
“Ny if | 
aan seeibiialion N N | 
\ Y . \ | 
eae alii Ve , C— CH, CH, 
CH! cht | 
CH,—CH,-C-—¢ “.” \ ¢——C—CH,~-CH, 
ff ee ve 
| an | N N 
m—¢ ri C C—O 
oe Tae — =" 





‘) Ann. d. Chem., Bd. 358, S. 205, 213 (1907), und Ann. d. Chem., 
Bd. 371, S. 45 (1909). 
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beleuchtet, welche besonders dem Verlauf der Oxydation und 
Reduktion Rechnung tragt. Diese Annahme fordert indessen 
den Einwand heraus, daB von den beiden mit dem Eisen ver- 
bundenen Iminogruppen nur die eine als das saure Imin eines 
Pyrrols dargestellt wird, die andere aber als basische Imino- 
gruppe eines Dihydropyrrols. Das Unwahrscheinliche dieser 
Formel liegt namentlich in der Annahme eines aus vier Stick- 
stoffatomen und zwolf Kohlenstoffatomen bestehenden 16-glied- 


rigen Ringgebildes: 


—C=CH—-C= 
ae 
I ie 
CH He 
ae. 
> os 

(—CH=C— 





Die ersten Umwandlungen des komplizierten Pigmentes 
sind so schwer zu entriitseln und sogar die reagierenden Atom- 
gruppen!) so schwer zu bestimmen, dafi die Ansichten ver- 
schiedener Forscher weit auseinander gehen. Von O. Piloty?) 
wird das Haémin auf zwei miteinander verbundene kondensierte 
Systeme zuriickgefiihrt, die aus Pyrrolen mit Kohlenstoffsechs- 
und -fiinfringen bestehen: 


I. NH 
_CH i 
oo ie a 
H-C-CO,H 
CH - a Ps ~ basen —C- CH, ; CH, 
NH | 
OH 


1) Siehe dazu R, Willstitter und M. Utzinger, Ann. d. Chem., 
Bd. 382, S. 129 und 141 (1911), und dagegen O. Piloty und E. Dor- 
mann, Ann. d. Chem., Bd. 388, S. 329 (1912). 

*) O. Piloty und E. Dormann, Ann. d. Chem., Bd. 388, S. 313. 
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und II. CH, —CO,H 
| 
NH CH 
ruse 


=CH-C ¢ ¢—C~—cH, 
| | | | 
—CH—-C—C C CH 
"st 
‘ONE 





Fk 

CH, OH 
Eine solche Auffassung ist nur unter der Voraussetzung 
méglich, dafi die Cyklopentan- und Cyklohexanringe und die 
cyklischen Systeme bei der Reduktion leicht zerfallen. Das ist 
wenig wahrscheinlich!). Noch bedeutsamer ist der Widerspruch 
zwischen den Ergebnissen der Oxydation und dem wesent- 
lichen Inhalt dieser Konstitutionsannahmen. Aus Hiimin und 
seinen Derivaten gemaéf den Formeln von Piloty kénnte 
Hiimatinsiiure nicht hervorgehen. Die tertiiiren Kohlenstoffatome 

der beiden Systeme (I und Il), z. B. 


(" NH 
c—c’ | ‘c” ‘c 
| i c i | 
ae | C--—{ 
\Z NaA# 

NH OC 


machen die Bildung des Propionsiiurerestes der Hiamatinsiiure 
unmoglich ; derselbe Einwand ist gegen die Formel der DBili- 
rubinsiiure (Bilinséiure) von Piloty und S. J. Thannhauser?) 
zu erheben. Die eigentiimlichen Ringgebilde, welche die an- 
gefiihrten Formeln darstellen, ergaben sich aus der Schwierig- 
keit, die Vereinigung der Pyrrole zu einem so wasserstoff- 
armen Molekiil auszudriicken. Es ist eben nicht wohl mdglich, 
wenn man die zur Erklarung der Oxydationsprodukte erforder- 
lichen Athylgruppen vorsieht, das Atioporphyrin ohne Annahme 
mindestens eines Kohlenstoffringes zu formulieren. 

Eine Verkniipfung von vier Pyrrolen durch ein einziges 
Kohlenstoffatom fiihrt nicht zu einem Farbstoff; eine Ver- 
bindung von Pyrrol zu Pyrrol mit Methylen- oder Methin- 





') Vgi. H. Fischer und E. Bartholomius, Diese Zeitschrift, 


Bd. 83, S. 50 (1912). 
2) Ann. d. Chem., Bd. 390, S. 191 (1912). 
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gruppen gemiifi der Formel von Kiister ist nicht annehmbar, 
weil sie einen ungewohnlich komplizierten Ring ergibt. 

Als eine einfache Verknipfung von vier Pyrrolkernen, von 
nur zwei salzbildenden und zwei komplexbildenden, zum Kern 
eines Farbstoffs ist uns folgende Formel wahrscheinlich: 





CH — CH CH— CH 
SQ y/ | 
N n7 ! 
/ hs, 
CH —C (;- CH 
No gt 
ff %. 
HC b ‘ -~CH 
yu NH” 
/ hi. | 
HC CH HC —— CH 


Lassen wir in diese Grundsubstanz entsprechend den 
bekannten Oxydationsprodukten drei Methyl- und drei Athyl- 
gruppen und mit Riicksicht auf die Reduktionsprodukte min- 
destens noch eine Methylgruppe eintreten, so bleibt schlieflich 
fiir die letzten drei Kohlenstoffatome des Atioporphyrins nur 
so viel Wasserstoff tibrig, daf{ entweder zwei Doppelbindungen 
oder zwei Kohlenstoffringe oder je eines von beiden ange- 
nommen werden mui. Wenn wir nun entsprechend dem Ver- 
laufe der Reduktion es vermeiden, einen Ring von grofer Be- 
stindigkeit anzunehmen, einen Cyklopentan- oder -hexanring, 
so gelangen wir mit einiger Wahrscheinlichkeit zu folgenden 
Fermeln fiir Atioporphyrin und Atiophyllin: 


Ca; CH 
| | 
CH, — C—CI -aaamaaae,” 
_ n7 | 
VA ‘ I 
ot a, =: a a C—a 
* 
So ¢7 
/ \ | 
CH, — CH, —C==C * ——C—CH,—CH, 
\yH NH” | 
/ ms, | 
C=C C=C 
| | | 
CH, CH, CH, CH, 


Atioporphyrin C,,H,,N, 
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und 
CH=CH 
| | 
Ch. —C-—~2m C C 
“N n/ 
4 i ™ 
Ch ~ Ch, — Ct } @-— 
ep gil 
fk Ff 
CH,— CH, — C= © a i C (— (CH, —- CH, 
\N—Mg—N” 
st ™% 
C=C C: } 
| | | | 
CH, CH, CH, CH, 


Atiophyllin C,,H,, N,Mg. 


Diese Formel sucht die Wasserstoffzahl des Atiopor- 
phyrins durch die Verbindung eines Vinylrestes mit einem 
Pyrrol zum Cyklobutenring zu erkliren. Mehrere Einzelheiten, 
wie die Stellung von zwei Methylen, sind willktirlich, auch 
kénnte der Cyklobutenring in B-$-Stellung an das Pyrrol an- 
gegliedert sein. 

Die Carboxyle des Phyllo- und Pyrroporphyrins und 
anderer saurer Porphyrine substituieren Athylgruppen; die 
Formel ist unsymmetrisch genug, um den beobachteten Isomerien 
zu genugen. 

Versuchen wir nun, die Beziehung zwischen dem Atio- 
porphyrin und dem Hamin klarzulegen, so treten uns die Fragen 
entgegen, welche die ersten Umwandlungen des Hiimins noch 
stellen. 

Willstatter und Fritzsche!) haben vor vier Jahren 
darauf aufmerksam gemacht, daB im Hiamin gemiifi den Ver- 
suchen von M. Nencki und J. Zaleski?) iiber die Esterbildung 
zwei freie Carboxyle angenommen werden miissen. Dieser 
Ansicht hat sich mit griindlichen Beweisen W. Ktister*) an- 
geschlossen, wihrend O. Piloty an der Annahme festhiilt, 





1) Ann. d. Chem., Bd. 371, S. 49 (1909). 

7) Diese Zeitschrift, Bd. 30, S. 384 (1900). 

3) Diese Zeitschrift, Bd. 66, S. 165 (1910). — Chem. Ber., Bd. 45, 
S. 1935 und 2503 (1912). — Diese Zeitschrift, Bd. 86, S. 185 (1913), 
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Hiimin enthalte die beiden Carboxyle in der Form von Lactam- 
gruppen und die zwei tibrigen Sauerstoffatome als Hydroxyle: 


CH,—60 CO—~Cil, 

| | | | 

gc 2 N ¢C 

CH= 
aa. dead ie, 
| | } | 
| } 
Ma be i Se ee 
ie > CL N 
| / ~OH 
OH CH, 


Indessen stehen mit dieser Lactamformel der Dialkyl- 
ester von Nencki und Zaleski, deren Werte Formeln wie 
C4gHg.(GOOCH,),N, FeCl 
entsprechen, und dann die Oxydation des Dimethylhimins zu 

Hiimatinsiiureester nach Kiister im Widerspruch. 

Mit dem Austritt des Eisens aus dem Hiimin erfolgt 
nach Piloty zugleich die Lésung der angenommenen Lactam- 
gruppen, Hiimatoporphyrin wiire darnach die eisenfreie, dem 
Hiimin genau entsprechende Verbindung. Dem entgegen be- 
trachtet W. Kiister zwei Vinylgruppen im Haémin als Angriff- 
stellen der Reagenzien z. Bb. Bromwasserstoff-Eisessig bei der 
Eliminierung des Eisens, und H. Fischer?) halt es fiir wahr- 
scheinlich, dai es Doppelbindungen zwischen Methingruppen 
und Pyrrolkernen sind, die Halogenwasserstoff, also mittelbar 
Wasser aufnehmen. 

Die Erklarung von H. Fischer lief erwarten, dafi die 
Farbe der Verbindung bei den Additionen in Mitleidenschaft 
gezogen, niimlich abgeschwiicht wiirde: 





c—C C= 
| = | | 
Cc ¢C—C=C. C= 
Me * 
NH NH 
| 
N 
C C == 
I | | 
C 1— C—C “= 
\ | H7 \Z 
NH OH NH 





'} H. Fischer, E. Bartholomius und H. Rése, Diese Zeit- 
schrift, Bd. 84, S. 262 (1913). 
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was nicht zutrifft. Nach den Betrachtungen von W. Kiister 
wiren es unwichtige, die komplexe Bindung nicht beeintrich- 
tigende Gruppen, an welchen Addition stattfinden wiirde. 

Wir haben tber die Beziehung zwischen Hiimin und 
seinen Porphyrinen, namentlich tiber den Verlauf der Hiimato- 
porphyrinbildung Versuche angestellt, die wir in den Kapiteln II 
und III beschreiben und deren Ergebnisse wir im_niichsten 
Abschnitt erértern werden. Dabei hat es sich gezeigt, dab 
Hiimin zuniichst 2 Molekiile Halogenwasserstoff addiert und 
da dadurch die Bindung des Eisens eine Lockerung erfiihrt. 
Erst dann ist es mOdglich, das Eisen abzuspalten, wiihrend das 
Metall noch mit keinem Mittel aus Héimin selbst abgespalten 
wurde. 

Zur Erklirung der Reaktionen beim Austritt des Eisens 
erscheint uns die Annahme begrindet, dai die Gruppen, die 
sich durch ihr Additionsbestreben auszeichnen, mit Stickstoff- 
atomen in Verbindung stehen, etwa nach folgendem Schema, 
fiir das manche Alkaloide Analogien bieten: 


N 
Cc 

Nc 
| sal 


Diese Formel fiir einen Teil des Hiiminmolekils stimmt 
sehr gut zu einer merkwiirdigen, aber noch unsicheren Beob- 
achtung von Q. Piloty und J. Stock,!) die in der Form 
eines Pikrates ein polymerisiertes, wahrscheinlich am Stickstoff 
iithyliertes Pyrrol, niimlich vielleicht ein bis-a-8-Dimethyl-N- 
Athylpyrrol von der Formel 

Oo —— 





CH,-CH, CH,- CH, 
unter den Himopyrrolen aufgefunden haben. Daf die Athyl- 
gruppen aus den als Lactam vorhandenen Carboxylen und 





1) Ann. d. Chem., Bd. 392, S. 215 (1912); siehe aber dagegen 
O. Piloty und K. Wilke, Chem. Ber., Bd. 46, S, 1597 (1913). 
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einem Kohlenstoffatom des Kohlenstoffiinfringes hervorgeht, 
wie Piloty und Stock annehmen: 
CH 








=CH—C cX+N\c C—CH,—CH, 
| | CH | | 
=CH—C C,/-_C C—CH, 
rd Yeh ‘ual ; 
N / NH 
CO OH 


ist sehr unwahrscheinlich. 
Wenn schon das Atioporphyrin von der Formel 

C; ,Hs,N, 
auffallend wasserarm erscheint, so leitet sich Hamin 
C,,H,,0,N,FeCl von einer noch um 2 Wasserstoffatome ar- 
meren Grundsubstanz 

C;,H,N, 
ab, welche die Annahme von Doppelbindungen und Kohlen- 
stoffringen erzwingt. Auf der Grundlage der angenommenen 
Verkniipfung von 4 Pyrrolen durch die Gruppe: 

yo ~£¢ 
und der Bindung von 2 Vinylen an Stickstoffatome versuchen 
wir, eine dem Verhalten bei der Oxydation, der Reduktion 
und der Porphyrinbildung gentigende Konstitutionsformel des 
Himins zu entwickeln, die noch in mehreren Einzelheiten 
unsicher und zu verbessern ist, aber, wie wir hoffen, weitere 
Untersuchungen anzuregen und zu leiten vermag: 


CH, —CH CH ae 
i / - 
| CH=CH—N N—CH=CH | 
c Cc i i £m 
~ 5 ri 
[=< ( 
a oe a. 
CO,H — CH, —CH, —C——C ti C-——C—CH, —CH, —CO,H 
| \, | FF | 
} N—Fe—) | 
| / | \ 
CH, —C==C. Cl C——C—CH, 
| | 
CH, CH, 


Haimin C,,H,,0,N,FeCl. 
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Bei der Bildung des Hamatoporphyrins werden sich die 
Briicken von den zwei Pyrrolstickstoffen loslisen, worauf sich 
die mittlere Gruppe 

‘ome i “ene 
ff % + 7 
umwandeln kann. 

Bei der Umwandlung des Himatoporphyrins soll nach 
unserer Annahme die Kondensation eines Vinylrestes mit einem 
Kohlenstoffatom des Pyrrolkernes erfolgen, welche das Struktur- 
bild des Atioporphyrins zum Ausdruck bringt. Das Hiimo- 
porphyrin wird daher durch folgende Formel erklirt: 


CH=CH 
CH,—C-—cCH .—¢ 
ON n/ 
\ 
am —~c-—¢ C——CH 
\Q y 
es 
/ My 
CO,H—CH, — CH, —C—=C¢ C—-C—CH,—CH,—CO,H 
yu NH’ 
/ ib 
CH,—C—C é—-¢~ CH, 
| | 
CH, CH, 


Himoporphyrin C,,H,,0,N,. 
und das méglicherweise um zwei Wasserstoffatome reichere 
Mesoporphyrin vielleicht durch die entsprechende Formel mit 
Sattigung der Gruppe CH = CH. 

Die Formeln veranschaulichen, daf das Molekiil des Hiimins 
sich beim Abbau in unsymmetrischer Weise andert, worauf 
mehrere Reaktionen hindeuten. Wdahrend bei der Oxydation 
von Himin kein Methylithylmaleinimid auftritt, liefert!) Meso- 
porphyrin dieses Imid, indessen nicht mehr als ein Molekiil. 

Da auf dem Wege vom Hiimin zu den Porphyrinen Ande- 
rungen in der Konstitution vorkommen, so ist der Vorschlag 
von Kister?) nicht einwandfrei, Hiimin und seine Derivate mit 





') H. Fischer und F. Meyer-Betz, Diese Zeitschrift, Bd. 82, 
S. 96 (1912) und W. Kiister und P. Deihle, Chem. Ber., Bd. 45, 
S. 1935, 1945 (1912) und diese Zeitschrift, Bd. 82, S. 463 (1912). 

?) Diese Zeitschrift, Bd. 86, S. 55 und 190 (1913). 
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einer einheitlichen Bezeichnung auf eine scheinbar gemeinsame 
Grundsubstanz Hiimaterin zuriickzufihren. 

Unsere Betrachtungen tiber die Konstitution des Himatins 
und des Hiimatoporphyrins setzen die einfache Molekulargrofe 
dieser Verbindungen voraus, welche die Formel mit 33 Atomen 
Kohlenstoff ausdriicken. Diese Annahme lift die Ergebnisse 
der Arbeiten von Piloty und Dormann und Fink unberiick- 
sichtigt; diese Forscher glauben zu beweisen, daB die Molekular- 
gewichte von Hiimin und Hiimatoporphyrin zu verdoppeln seien und 
sie finden in dieser «Entdeckung einen neuen Gesichtspunkt von 
grundlegender Bedeutung » fiir die Untersuchung des Hiimins. Wir 
werden die betreffenden Angaben in dem Abschnitte tiber Himato- 
porphyrin erortern und unsere mit der krystallisierten Tetramethyl- 
verbindung des Hiimatoporphyrins ausgefiihrten Bestimmungen 
mitteilen, welche die einfache MolekulargrOdfe bestitigen. 

Obwohl nun Chlorophyll und Hiimin auf dasselbe Atio- 
porphyrin zurtickgefiihrt worden sind, das man als eine Stamm- 
substanz der Porphyrine bezeichnen kann, so diirfen wir aus den 
Untersuchungen tiber den Abbau keineswegs den Schluf einer 
nahen Strukturverwandtschaft zwischen Chlorophyll und Haémin 
ziehen. Hier Magnesium, dort Eisen, hier Esterbildung mit Phytol, 
dort Paarung mit Globin; zu solchen, den ungleichartigen Funk- 
tionen entsprechenden Unterschieden kommen noch in dem 
eigentlichen Farbstoffkern bedeutende Unterschiede, die erst 
bei tiefgreifendem Abbau verschwunden sind. 

Auf dem Wege vom Hiimin zum Atioporphyrin gibt es 
zwei Verwandlungen, die den Bau des Molekiils wesentlich 
iindern, niimlich den Ubergang von Hiimin zu Hiimatoporphyrin 
und von diesem zu Himoporphyrin, das mit den Porphyrinen 
des Chlorophylls isomer ist. 

Auch zwischen Chlorophyll und dem Atiophyllin, genauer 
zwischen Chlorophyll und den zweibasischen Phyllinen liegen 
zwei das Molekiil wesentlich umgestaltende Einwirkungen, die sich 
mit den Reaktionen des Hamins nicht in Parallele bringen lassen. 
Der eine Schritt ist die Umlactamisierung!) der Chlorophyll- 


') R. Willstatter und H. Utzinger, Ann. d. Chem., Bd. 382, 
S. 129 (1912). 
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komponenten, durch die ein Ringsystem aufgespalten, ein neues 
synthetisiert wird. Die zweite, gleichfalls erhebliche Umformung') 
des Molekiils, die weniger augenfiillig stattfindet, geschieht durch 
die Einwirkung von Alkali bei hoher Temperatur und fiihrt von 
den Chlorophyllinen zu den einfacher konstituierten Dicarbon- 
siiuren, z. B. Rhodophyllin, oder vom Phytochlorin und Phyto- 
rhodin zu den entsprechenden Porphyrinen. 

Kiinftigen Untersuchungen fallt die Aufgabe zu, die Kon- 
stitution des Atioporphyrins in wichtigen Kinzelheiten zu er- 
forschen, um unsere vorléufige Strukturannahme nachzupriifen 
und zu verbessern, und die Aufgabe, die konstitutionellen Ver- 
iinderungen aufzukliiren, die vom Hiimin und anderseits vom 
Chlorophyll zu den Porphyrinen fihren. 


II. Zwischenprodukte der Hamatoporphyrinbildung. 


Theoretische Einleitung. 


Es muf eine eigentiimliche Ursache haben, dab es nicht 
gelungen ist und nach den tiblichen Methoden nicht gelingt, 
dem Hiimin unter Bildung des ihm zugrunde liegenden Por- 
phyrins mit vier Sauerstoffatomen das Eisen zu entziehen 
nach der Gleichung: 

C,,H,,0,N,FeCl + 2HCl = C,,H,,0,N, -+-- FeCl,. 

Bekanntlich enthélt das beim Austritt von Metall ent- 
stehende Hiimatoporphyrin sechs Sauerstoffatome gemiifi der 
bisher angenommenen Formel C,,H,,0,N, und der abgeidnderten 
C,,H,.0,N,. 

Alle Forscher, deren eindringende und miihevolle Unter- 
suchungen in den letzten Jahren unsere Kenntnis vom Blut- 
farbstoff vertieft haben, William Kiister, Oskar Piloty 
und Hans Fischer, sind der Frage niiher getreten, ob bei 
der Einwirkung von Bromwasserstoff auf Himin zuniichst 
Addition von Halogenwasserstoff und weiterhin Ersatz der 
Halogenatome durch Hydroxyl erfolgt oder ob diese Reaktion 
ohne Bildung von Zwischenprodukten verliuft. 


1) XXII. Abhandlung tiber Chlorophyll, Ann, d. Chem. im Druck 
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Die Anschauungen dariiber sind verschieden. 

QO. Piloty?) findet, daB die Bildung des Himatoporphyrins 
ohne konstitutionelle Anderung, also ohne Addition von Ha- 
logenwasserstoff vor sich gehe und daf neben dem Austritt des 
Kisens nur noch die Hydrolyse von zwei Lactamgruppen erfolge. 

H. Fischer, E. Bartholoméus und H. Roése?) be- 
richten tiber einen erfolglosen Versuch, bei der Abspaltung 
des Eisens aus Hiimin mit Hilfe von Eisessig-Chlorwasserstoff 
ein chlorhaltiges Zwischenprodukt nachzuweisen. Dennoch 
vermuten sie eine solche Zwischenstufe, aber sie schliefen 
aus ihrer Vergiinglichkeit, dafb nicht an eine Vinylgruppe pri- 
miir die Addition von Halogenwasserstolf erfolge, sondern 
eher an a-stiindige Methingruppen. 

Auch W. Kiister*) hat das Auftreten von halogenhaltigen 
Zwischenprodukten dieser Reaktion gepriift und er hat vor 
kurzem, ohne solche zu isolieren, einen Beweis fiir ihre Bil- 
dung erbracht. Die Auflésung des Hiimins in Bromwasserstoff- 
Eisessig haben niimlich Kiister und Deihle abgedampft und 
mit Methylalkohol erwérmt. So entstand ein Tetramethylderivat 
des Hiimatoporphyrins, eine Verbindung, die zugleich Ather 
und Ester dieser Dioxysiure ist. 

Wir haben gleichfalls die Einwirkung von Halogenwasser- 
stoffen auf Hiimin untersucht und haben die unbekannten 
Zwischenprodukte der Enteisenung unter verschiedenen Be- 
dingungen isoliert, mit wasseriger Bromwasserstoffsiure, mit 
Bromwasserstolf-Eisessig, mit fliissigem Bromwasserstoff und 
mit fliissigem Chlorwasserstoff. Die bei der Reaktion mit 
Bromwasserstoffsiure erhaltenen Additionsprodukte sind: 

C,.H,,0,N,FeBr, 
C,,H,,0,N,FeBr, 
C,,H,,0,N,Br, 
C,,H,,0,N,Br, 

Diese Verbindungen liefern durch Hydrolyse Hamatopor- 

phyrin, das wir nach zahlreichen Bildungsweisen in einheit- 


') Ann. d. Chem., Bd. 377, S. 314 (1910). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 84, S. 262 (1913). 
8) Diese Zeitschrift, Bd. 86, S. 51 (1913). 
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lichem und schén krystallisiertem Zustand erhielten, wahrend 
es bisher als freie Siiure nur amorph bekannt war. Zwel 
neue, ebenfalls krystallisierende Porphyrine, fiir welche wir 
die Bezeichnung Hiimino- und Hiimidoporphyrin vorschlagen, 
entstehen bei der Hydrolyse der Chlorwasserstoffadditions- 
produkte. Sie sind dem Himatoporphyrin nahe verwandt, 
aber durch ihre basischen Eigenschaften und ihr Verhalten in 
der Hitze von ihm unterschieden. 

Fiir die Untersuchung dieser eisenfreien Hiiminderivate, 
zu welchen noch einige einfachere Porphyrine hinzukommen, 
die wir bei dem Abbau mit methylalkoholischer Kalilauge er- 
hielten, finden wir die Methode unentbehrlich, die zur Be- 
stimmung und Trennung von Chlorophyliderivaten von Will- 
stitter und Mieg') geschaffen worden ist. Sie beruht auf 
der ungewohnlichen Differenzierung der basischen Kigenschaften 
dieser Verbindungen, welche sich darin zeigt, da sich das 
Verhiiltnis ihrer Verteilung zwischen Ather und Salzsiiure mit 
der Siiurekonzentration sehr stark iindert. Daher lassen sich 
die Chlorophyll- und Himinderivate kennzeichnen und auf ihre 
Reinheit priifen durch die Konzentration der Salzsiiure (Salzsiiure- 
zahl), welche erforderlich ist, um die Substanz aus Ather reich- 
lich auszuziehen, oder genauer durch quantitative Bestimmung der 
Verteilung zwischen Salzsiiure und Ather (Verteilungszahl).*) 

So viele Male wir auch auf die analytische und priipa- 
rative Bedeutung dieser Methode aufmerksam gemacht haben, 
ist sie doch leider bisher in keinem Falle zur Prifung der 
Einheitlichkeit von Hiiminderivaten, namentlich von Hiimato- 
porphyrin und Mesoporphyrin, herangezogen worden. 

Salzséurezahl von 


| en a a a ee, 

> -dimethylather ....... 1 
Tetramethylderivat des Haimatoporphyrins . . . 3 
Haimoporphyrin ............... &*/4s, Verteilungszahl 23 
ne a a a ee | » 12 
I, &. &: & ow @ ace ee : 43 


') Untersuchungen tiber Chlorophyll I, Ann. d. Chem., Bd. 350, 
S. 1 (1906). 

*) Siehe R. Willstatter und A. Stoll, Untersuchungen tiber Chloro- 
phyll, Methoden und Ergebnisse, Berlin 1913 (Verlag von J. Springer). 











440 Richard Willstatter und Max Fischer, 


Nicht die Isolierung der halogenhaltigen Zwischenprodukte 
bei der Bildung von Hamatoporphyrin war das Zie] unserer 
Versuche, sondern die in den folgenden Kapiteln beschriebene 
Untersuchung ist von der Frage veranlabt und geleitet worden, 
ob die Addition von Halogenwasserstoff bei der Bildung von 
Hiaimatoporphyrin einen wesentlichen Zusammenhang mit dem 
Austritt des Eisens hat. 

Ist es eine zufillige Erscheinung, daB sich einige re- 
aktionsfahige Stellen in erster Linie den fiir die Enteisenung 
angewandten Keagenzien darbieten und sich durch Addition 
absiittigen? Das ist die ausgesprochene Meinung der Forscher, 
deren Arbeiten bisher die Additionsreaktionen des Hamins be- 
handelt haben. Die Konstitutionsformel von Kiister sucht in 
einigen ungesattigten Gruppen, die eigentlich ftir die Konsti- 
tution des Farbstoffmolektils belanglos erscheinen, den ersten 
Angriffspunkt der Halogenwasserstoffe. 

Oder ist es die notwendige Vorbedingung fiir den Aus- 
tritt des EKisens, dai sein komplexer Zustand zuerst gelockert 
wird durch eine Anderung der Bindungsverhiltnisse der be- 
teiligten Stickstoffatome ? 

Ks ist nach allen Beobachtungen tiberhaupt noch _ nicht 
gelungen, vom Hiimin das Eisen abzuspalten. In dea unter- 
suchten Fiillen ist es nicht Hamin, das enteisent wurde, sondern 
Additionsprodukte desselben. In diesen ist also das Eisen 
lockerer gebunden. Lassen wir Halogenwasserstoff unter solchen 
Bedingungen einwirken, unter denen es sich nicht addiert, 
unter denen eher Dissoziation der Additionsprodukte erfolgt, 
so wird kein Eisen abgespalten. 

Wir erhitzten z. Bb. Himin 48 Stunden lang in einem 
Strom von Chlorwasserstoff auf 100°. Die Léslichkeitsverhilt- 
nisse, die Reaktion mit Schwefelsiiure und die Zusammen- 
setzung, wie die folgende Analyse des erhitzten Priaparates 
zeigt, erwiesen das Hamin als unverindert. 

0.2085 g Substanz gaben 0,4709 g CO, und 0,0941 g H,0. 


Berechnet fiir C,,H,,0,N,FeCl: Gefunden: 
C = 61,91 61,60 


H = 5.04 5.05 
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Wenn die Addition und die Lockerung der komplexen 
Bindung des Eisens Hand in Hand geht, so glauben wir die 
Erklirung darin zu finden, dab die reagierenden Stellen Kohlen- 
stoffatome gebunden an Stickstoffatome sind, da also in zwei 
Pyrrolkernen des Himins Briticken vom Stickstoff zu einem 
Ringkohlenstoffatom fiihren, die bei den Additionen gesprengt 
werden: 


cH, 
3 "he rm y, 
CH=CH-N N-—CH=CH 
Ys rd We 
C=C% 
CH v CH=CHB 
.. | | a 
Nu NH’ 
“HBr—CH-— Sy 
CHBr=CH its 


Wir miissen diese Annahme mit einiger Willktir in bezug 
auf die Einzelheiten formulieren, aber es erscheint uns nitz- 
lich, sie fiir weitere Untersuchungen zur Priifung zu_ stellen, 
auf die Gefahr hin, daB die Formel noch Abiinderung er- 
fahren wird. 

Unter den angenommenen Verhiiltnissen findert die An- 
lagerung von Halogenwasserstoff, von Schwefelsiiure oder von 
Wasser die Bindungsweise zweier Stickstoffgruppen und infolge- 
dessen ihre Wirkung auf den Eisenkomplex. Die Auflockerung 
desselben kann zwei konstitutionelle Ursachen haben. Es ist 
moglich, daB die sauren Iminogruppen der Pyrrole weniger 
als die zuvor angenommenen tertiiren Stickstoffatome fiir die 
komplexe Bindung des Metalls wirksam sind oder die Ver- 
minderung, aber nicht Aufhebung, der Wirkung dieser beiden 
Stickstoffatome kann die Folge einer Verschiebung von Doppel- 
bindungen sein, welche der aus einer Briicke hervorgegangenen 
Seitenkette zwei Wasserstoffatome zufiihrt und die Konstitution 
zweier Pyrrolkerne iindert.!) Diese beiden Annahmen, zwischen 


') Vielleicht erklirt die besondere Anordnung der Bindungen in 
den Pyrrolkernen der oberen Hiilfte von Formel II (5S. 442), dafs die 
Porphyrine trotz einiger freier Stellen nicht mit Dimethylaminobenz- 
aldehyd u. a. reagieren. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXVII. 30 
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denen eine Entscheidung noch nicht mdéglich ist, finden ihren 
Ausdruck in folgenden Strukturformeln fiir Hématoporphyrin. 
Die Unsymmetrische (Il) halten wir fiir die wahrscheinlichere, 
da die Hydroxyle des Himatoporphyrins ungleich reagieren: 


L 
OH 
| 
CH,—C=CH, CH=C—CH=CH 
| NH NH 
| ¥ hi 
OH— CH = CH—C=—C C—=—CH 
~~. Pi 
CO,H —_—. CO.H 
| if % | 
CH, —CH,—C—C oC CH CH, 
| Nu NH | 
CH,—C—C \c—=C—CH, 
| | 
CH, CH, 
Il. 
OH 
| 
CH.—C— CH CH—C— CH=CH 
| | ra ‘,, | 
CH,—CH,—C—C C——CH 
\ y 
CO,H ——— CO,H 
| rai %, 
CH, —CH,—C==C C==C—CH,—CH, 
Ny NH” 
CH,—C== \c==C—CH, 
| | 
CH, CH, 


Himatoporphyrin C,,H,,0,N,. 


Die verwickelten Verhiiltnisse bei der Alkylierung des 
Hiimatoporphyrins, die Methylierung in den alkoholischen Hydro- 
xylen durch Methylalkohol und Chlorwasserstoff, die schon-von 
Nencki und Zaleski!) festgestellt worden ist, lassen sich an 
Hand dieser Formeln erkliren, nach welchen das Himatopor- 
phyrin mit den Oxymethylenverbindungen zu vergleichen ist. 
Auch stehen damit (namentlich mit Formel II) die sauren Eigen- 
schaften von Hiimato- und Haéminoporphyrin im Einklang; diese 


1) Nenckis Werke, Bd. 2, 8. 756. 
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zweibasischen Siiuren absorbieren niémlich drei Molekiile Am- 
moniak, wihrend Hiimo- und Mesoporphyrin (wie alle zwei- 
earboxyligen Porphyrine des Chlorophylls) nur zwei Molekiile 
Ammoniak aufnehmen.') 


EKinwirkung wisseriger Bromwasserstoffsiure. 


Von wisseriger Bromwasserstoffséure wird Hiimin in ein 
schén krystallisierendes Dihydrobromid verwandelt, das bei 
weiterer Einwirkung der Siure Haimatoporphyrin liefert. 

Mit Bromwasserstoffsiiure vom spezifischen Gewicht 1,19 
reagiert Hiimin auch bei mehrtiigigem Schitteln nicht, mit bei 
0° gesattigter Bromwasserstoffsiure hingegen verwandelt es 
sich allmiihlich in Krystalle des Additionsproduktes, die bei 
Anwendung von sehr viel Reagens im Laufe einiger Tage 
unter Verlust des Eisens in Loésung gehen. Um Hiimatopor- 
phyrin zu bilden, braucht man diese LOsung nur mit Wasser 
zu verdiinnen, worauf das eisenfreie Dihydrobromid der Hydro- 
lyse unterliegt. Zur Isolierung des Hiimindihydrobromids ist 
es zweckmabig, eine Siure vom spezifischen Gewicht 1,78 
(ca. 66°/o von Kahlbaum) anzuwenden. 

Wir schiittelten 5 g Himin mit 200 g solcher Brom- 
wasserstoffsiiure in einer Stipselflasche eine Stunde lang und 
lieBen tiber Nacht stehen. Die Sdure war dann intensiv blau- 
rot, da schon etwa 1/s der Substanz das Eisen verloren hatte. 


’) H. Fischer, E. Bartholomaus und H. Rose (Die Zeitschrift, 
Bd. 84, S. 271 (1913) beschreiben eine wichtige Eigenschaft des Porphyrino- 
gens; bei der Titration unter Anwendung von Phenolphthalein als Indi- 
kator ist es neutral. Wir schliefhen daraus, dafi Porphyrinogen zwei stark 
basische Gruppen, also Dihydropyrrole enthalt. Da hei der Reduktion 
iiber Porphyrinogen hinaus jedoch fast nur Pyrrole auftreten, so handelt 
es sich dabei um eine hydrolytische Spaltung, die in ihrer Wirkung auf 
die Dihydropyrrole oxydativ ist: 


CH=CH CH=CH CH = CH 
* Aw . | \y 
fue —————s) / NH ———-=)> | yuu 
CH,—C vy CH, —C—H CH = CH 
Sa 7 \ 
J CK OH 
f 


30* 
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Der ungeléste Teil ist umgewandelt; war das angewandte Hiimin 
gepulvert, so ist die Neubildung der schOdnen, glitzernden Kry- 
stalle von Dihydrobromid augenfallig. Um es abzufiltrieren, ver- 
diinnten wir die Fliissigkeit mit Eisessig, die Krystalle wurden 
an der Pumpe mit Eisessig und mit Wasser gewaschen und 
im Exsikkator neben Atzkali zur Gewichtskonstanz getrocknet. 
Die Ausbeute betrug 3,5 g. 

Auber der Addition ist die Umwandlung der Gruppe >FeCl 
in >FeBr erfolgt. 


0,2299 g Substanz gaben 0.1491 g AgBr (nach Carius) 


O,1747 » > » 0,0167 » Asche (Fe,O,) 
Jerechnet fiir C,,H,,0,N,FeBr, : Gefunden: 

Br = 28,34 27,60 

Fe = 6,60 6,69 


Das Bromid krystallisiert sehr idhnlich dem Hiémin in 
grofien schief abgeschnittenen Prismen, die lebhaften Glanz 
und schwarzblaue Farbe zeigen und deren Pulver dunkelblau 
ist, schOner blau als das von Hiimin. Im Gegensatz zu letzterem 
ist das Additionsprodukt in Ather leicht léslich, namentlich 
beim Schiitteln mit Ather und etwas Wasser oder sehr ver- 
diinnter Siiure. Auch in Alkohol ldst es sich sehr leicht mit 
intensiv rotbrauner Farbe, in dieser Losung tritt rasch Ester- 
bildung ein. In Eisessig lésen sich die Krystalle reichlich, 
aber langsam. Charakteristisch ist die LOsung in konzentrierter 
Schwefelsiiure, niimlich schén blaurot, wiihrend Hiimin sich 
darin weit langsamer und mit griinlich braunroter Farbe lost. 

Das Dihydrobromid verliert im Vakuum der Gaede- 
Pumpe bei 105° zwei Molekiile Bromwasserstoff. 


I. 0.2265 g erhitzte Substanz gaben 0,0698 g AgBr (nach Carius) 


D 
Il. 0.2044 » > > 0,0617 > > > 
Berechnet fiir Gefunden: 
C,,H,.0,N,FeBr: I. Il. 
Br = 11,68 12.70 =12.85. 


Die Substanz wird dadurch dem Hiimin wieder sehr ihn- 
lich. Sie zeigt die Schwerlidslichkeit in allen Solventien und 
fiirbt konzentrierte Schwefelsiiure griinlich rot an. Aber das 
erhitzte Bromid gleicht nicht gutem, sondern verdorbenem 
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Hiimin; es lést sich nicht mehr klar in Pyridin und abt sich 
nicht aus kochsalzhaltigem Eisessig umkrystallisieren. Hiimin 
selbst scheint eben liingeres Erhitzen bei 105° auch nicht zu 
vertragen, wenn schon es seine Zusammensetzung dabei nicht 
iindert. 

Das Dihydrobromid wird von einem groben Uberschub 
bei O° gesittigter Bromwasserstoffséure in einer Viertelstunde 
gelést und enteisent, triger von der Saure 1,78. 

2 g¢ Hydrobromid lieben wir unter zeitweisem Schiitteln 
mit 200 g wiisseriger Bromwasserstoffsiiure (1,78) drei Tage 
lang stehen:; dann verdiinnten wir die Losung mit dem gleichen 
Volumen Wasser und filtrierten von unversehrter Eisenver- 
bindung ab, die noch 2s der angewandten Menge ausmachte. 
Um das eisenfreie bromid vollsténdig zu Haimatoporphyrin zu 
hydrolysieren, liefBen wir das Filtrat einige Stunden stehen. 
Dann fiihrten wir unter weiterem Verdiinnen und = ziemlich 
genauem Neutralisieren das Porphyrin in 31 Ather iiber. Beim 
Einengen auf !110 des Volumens fielen daraus 0,25 g_ einheit- 
liches Hiimatoporphyrin (Salzsiurezahl 0,1) als schweres Kry- 
stallmehl aus, in liinglichen, an den Ecken gerundeten Tiifelchen 
von lebhaftem Glanz (Analyse I des Hiimatoporphyrins). 


Einwirkung von Eisessig-Bromwasserstoffsiure. 


a) Trihydrobromid des Hamins, C,,1H,,0,N,Febr,. 


Bromwasserstoff-Eisessig bewirkt rascher und schon bei 
niedrigerer Konzentration als wisserige Bbromwasserstoffsiure 
die Enteisenung des Hiimins. Wendet man das Reagens in 
einer etwas zu geringen Konzentration an, so bleibt die Ein- 
wirkung bei einem Zwischenprodukt stehen, das nach seiner 
Zusammensetzung C,,H;.0,N,FeBr, durch Addition von 3 Mole- 
ktlen bromwasserstoff gebildet ist. Es sind verschiedene An- 
nahmen mdoglich, um diese Formel zu erkliiren, am wahrschein- 
lichsten ist es uns, dab Hamin wie bei der oben beschriebenen 
Verbindung 2 Molekiile Bromwasserstoff addiert hat und dab 
durch ein drittes die Bindung des Eisens zur Hiilfte gelost 
worden ist: 
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a i cnccnienigcceinae 
- i i \ 
== ( C= —— Cam 
- \ 
N—Fe—N HBr = N—Fe H—N 
/ \ , F%, % 
= ( Br C= =C Br Br C= 


25 g gepulvertes Haimin wurden mit 640 g der zur 
Hiimatoporphyrinbildung etwas zu verdiinnten Eisessig-Brom- 
wasserstoffsiiure 1,40 an der Maschine geschittelt und 5 Tage 
lang stehen gelassen. In dieser Zeit waren 10—11 g Himin 
in LOsung gegangen und enteisent: der grOfere Teil lag als 
dunkles Pulver scheinbar unangegriffen am Boden. Dieses war 
nach Zusammensetzung und Verhalten aber veridndert. Wir 
verdiinnten, um zu filtrieren, die Siure mit demselben Volumen 
Eisessig und isolierten nach dem Waschen mit Alkohol und 
etwas Ather 18 g unlislichen Anteil, ein braunrotes Pulver, 
das unter dem Mikroskop aus korrodierten himiniihnlichen Kry- 
stallen bestand. 

Fiir die Analyse wurde das Priiparat bei gewoéhnlicher 
Temperatur getrocknet. 

0.2491 g Substanz gaben 0.2094 g AgBr (nach Carius) 
Jerechnet fiir C,,H,,0,N,FeBr,: Gefunden: 
Br = 34,49 35,77 

Im Hochvakuum bei 105° erlitt die Substanz einen Ge- 
wichtsverlust von 10,6°/o (ber. fiir 1 Mol. HBr 8,5°/o); sie ent- 
sprach dann anniihernd der Zusammensetzung C,,H,,0,N,FeBr, 
und zeigte nun idhnliche Eigenschaften wie das oben _ be- 
schriebene Dihydrobromid nach seinem Erhitzen auf 105°. 

Das Trihydrobromid gibt mit konzentrierter Schwefelsdure 
eine priichtig blaurote Losung und es lést sich in Alkohol leicht mit 
intensiv braunroter Farbe; in Ather ist es hingegen unlislich. 

Das Additionsprodukt wird von Eisessig-Bromwasserstoff 
in Hiimatoporphyrin tibergefiihrt, sogar, allerdings trage, von 
der Siiure 1,40. Wir schiittelten mit 200 g derselben 7 g Bromid 
acht Stunden lang und liefen noch einige Tage damit stehen. 
Beim Eingiefen in einen Liter Wasser gewannen wir 5 g der Eisen- 
verbindung unveriindert wieder; die verdiinnte L6sung blieb 
zur Beendigung der Hydrolyse 5 Stunden stehen, dann wurde 
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durch Abstumpfen der Saure durch Natriumacetat das Porphyrin 
in amorphem Zustand ausgefallt. Wir lésten es sogleich in 
200 cem Alkohol und brachten es daraus in 41 Ather. Aus 
der mit destilliertem Wasser griindlich gewaschenen LOsung 
fielen nach dem Einengen bei 400 cem 1,2 g Hiimatoporphyrin 
in schoner Form aus als Aggregat von deutlich krystallinischer 
Struktur. (Analyse [Il und X des Hiamatoporphyrins. ) 


b) Dibromhydrat des Himatoporphyrin-Bromwasserstoffesters. 
(,,H,,0,N,Br, «2 HBr. 


Sobald Himin in Eisessig-Bromwasserstoff aufgeldst ist. 
liBt sich mit Ather das bromwasserstoffsaure Salz einer eisen- 
freien Verbindung fiillen und von Eisenbromid trennen. Sie ist 
durch Addition zweier Molekiile Bromwasserstoff an die reak- 
tionsfahigen Stellen des Himins gebildet. Zwei von ihren brom- 
atomen unterliegen bei gelinder Behandlung mit Saure in der 
Kalte der Hydrolyse, die zum Héimatoporphyrin fiihrt. Die beiden 
alkoholischen Hydroxyle desselben sind also mit Bromwasser- 
stoff verestert. 

Wir schiitteln 3 g grobe Hiiminkrystalle mit 75 g Eisessig- 
Bromwasserstoff vom spezifischen Gewicht 1,41 (bei 0° be- 
stimmt) in einer Stopselflasche wahrend eines Tages und filtrieren 
die dunkelrote Losung durch Talk; auf der Filtrierschicht be- 
merken wir nichts Ungeléstes. Beim Eingiefen des Filtrates in 
2 | trockenen Athers fillt das Hydrobromid in hellroten Flocken 
aus: nur wenn der Eisessig-Bromwasserstoff Wasser enthielt oder 
der Ather feucht war, entstand eine sirupdse Fillung. Der 
Niederschlag enthiilt noch Eisensalz, er wird griindlich mit 
trockenem Ather gewaschen, dann gibt eine Probe keine Asche 
mehr. Das Salz ist hygroskopisch:; nach dem Trocknen betrigt 
die Ausbeute 4 g, sie entspricht der Theorie. 

Fiir die Analyse reinigen wir die Substanz durch Auf- 
nehmen mit Aceton, worin sie leicht l6slich ist, und Fiallen 
mit Ather. 

0.1993 g Substanz gaben 0,1770 g AgBr (nach Carius) 
Berechnet fiir C,,H,,0,N,Br,: Gefunden: 


o- = 


Br = 36.57 SF ee eS 
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Im Hoehvakuum bei 105° erleidet die Substanz einen 
Gewichtsverlust von 18°/o (berechnet fiir 2 HBr 18°/o):; sie 
weist dann die Zusammensetzung der freien Dibromsiiure auf, 
aber die Substanz ist verdorben wie erhitztes Hamatoporphyrin. 


|. O1711 g Substanz gaben 0,0986 g AgBr (nach Carius) 


IH. OLR46 » > O,1036 >» » > > 
Berechnet fiir Gefunden: 
C534 .O,N,Br,: I. II. 
Br = 22,45 24.52 23,88 


Die Tetrabromverbindung ist auch in Alkohol leicht léslich 
mit blauroter, in Eisessig mit griinlich roter Farbe, noch mehr 
griinstichig ist die Lisung in Chloroform. 

Sie wird sehr leicht hydrolysiert; man braucht sie nur 
in etwas Wasser aufzuldsen und die rotviolette L6sung unter 
vorsichtigem Abstumpfen mit Natriumbicarbonat auszuiithern, 
um durch die Salzsiiurezahl '/10 das gebildete einheitliche Hiimato- 
porphyrin nachzuweisen. Bei der Gewinnung des Hamato- 
porphyrins erfolgt diese Reaktion nach dem Verdiinnen der 
Auflosung von Hiimin in Eisessig-Bromwasserstoff, wenn man 
die Fliissigkeit einige Zeit stehen lift. 

Die basischen Eigenschaften der freien bromhaltigen Siiure 
sind viel geringer; wird das Salz in Aceton aufgelést und diese 
durch Abstumpfen mit wasserfreiem Natriumcarbonat in Ather 
libergefiihrt, so findet man die Salzsiiurezahl hoher als 3. 

Wie wir finden, dai die beiden Hydroxyle des Himato- 
porphyrins von ungleicher Reaktionsfihigkeit sind, so beobachten 
wir auch an den Bromatomen dieses Bromwasserstoffesters 
einen Unterschied in der Beweglichkeit. Bei gelinder Einwirkung 
von Alkaliacetat auf das beschriebene Bromid reagiert namlich 
nur 1 Bromatom und zwar wird es wahrscheinlich gegen die 
Gruppe CH,COO- ausgetauscht unter Bildung der Acetylver- 
bindung eines primiiren Bromwasserstoffesters von Hamato- 


porphyrin. 

Versetzt man im Reagierglas die Loésung des Bromides 
C,,H,,0,N,Br, in Eisessig mit Ather und dann mit einem Krystall 
von Natriumacetat, so schliigt die Farbe rasch von Grin in Braun- 
rotum. Dieselbe Reaktion laft sich mit der Auflosung von Hamin 


























bg ee ) ’ . nA 
Untersuchungen tiber den Blutfarbstoff. I. tt 


in Bromwasserstofi-Eisessig ausftihren: anstatt zu verdiinnen 
und nach einigem Stehen das Porphyrin zu fiillen, braucht man 
nur zuerst mit Alkaliacetat abzustumpfen und dann zu ver- 
diinnen. Wir vermischten die Auflésung von 7 g Hiimin in 
200 g Bromwasserstofl-Eisessig mit demselben Volumen Eisessig, 
filtrierten und trugen unter Riihren 100 g krystallisiertes Natrium- 
acetat ein: dabei iinderte sich die Nuance der Fiiissigkeit von 
braunlichem Rot zu violettrot. Auf Zusatz von Wasser fiel ein 
braunrotes Pulver aus (9 g). 
0.2179 ¢ Substanz gaben 0,0604 g AgBr (nach Carius) 
Berechnet fiir C,,H,,0,N,Br - OCOCH,: Gefunden: 
Br == 11,58 11.80 


Beim Erhitzen im Hochvakuum auf 105° wurden von 


dem aus Ather krystallisierten Priiparat 11,5 und 10,4°!o des 
Gewichts verloren (ber. fiir 1 CGH,CO,H : 8,6°/0: vgl. das Ver- 


halten des Monoacetylhimatoporphyrins). Der Bromgehalt stieg 
dabei auf 12,6°/o und 12,9°/o. Die Monobromverbindung kry- 
stallisiert priichtig aus iitherischer LO6sung, wenn man das frisch 
dargestellte Priiparat in absolutem Alkohol aufnimmt, in viel 
Ather eintriigt und nach dem Wegwaschen des Alkokols einengt. 
Man erhiilt grofie, in der Durchsicht rubinrote Doppelpyramiden. 

Bei langem Stehen in verdiinnter Salzsiiure wird die 
Substanz zu Hiimatoporphyrin hvdrolysiert. 


Einwirkung von fliissigem Bromwasserstoff. 


Durch Behandeln mit fltissigem Bromwasserstoff wird 
Hiimin bei gewOhnlicher Temperatur glatt enteisent; die ent- 
stehende Bromverbindung lift sich (anders als es bei An- 
wendung von Chlorwasserstoff der Fall ist) vom abgespaltenen 
Kisensalz leicht trennen. 

Wir fillen 5 g Hiiminkrystalle in ein Einschlubrohr und 
verdichten darin durch Kiihlen mit fliissiger Luft 10—15 ¢ 
Bromwasserstolfgas, das mit Caleiumbromid getrocknet worden 
ist. Die EinleitungsrOhre labt man, damit sie durch den krystal- 
lisierenden Bromwasserstoff nicht verstopft wird, etwa 1 em 
liber dem Dewargefii} enden. Nach dem Zuschmelzen der 
Rohre und Erwiirmen auf Zimmertemperatur geht das Hiimin 
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mit griinlich violettroter Farbe klar in Lésung. Nach 1tiagigem 
Stehen kiihlen wir die Réhre wieder mit Kohlensiiure-Ather, 
um sie zu Offnen. Das Bromwasserstoffgas wird unter Ver- 
meidung der Feuchtigkeitsanziehung bei gew6hnlicher Tem- 
peratur, am Ende im Vakuum verjagt. Dabei hinterbleibt ein 
metallglanzendes zerflieBliches Produkt von violetter Farbe 
(10,3 g). Durch mehrmaliges griindliches Verreiben mit Ather 
kann man das Eisenbromid vollstiindig daraus entfernen. Die 
Substanz ist dann nicht mehr hygroskopisch, sie bildet eine 
sprode und glinzende, in der Durchsicht violette bis rote 
bliittrige Masse, die keine Krystallform zeigt. 
0.2264 g Substanz gaben 0,2172 g AgBr (nach Carius) 
Berechnet fiir C,,H,,O,N,Br,: Gefunden : 
sr == 41,85 40,83 

Das Salz ist unléslich in Ather, leicht léslich in Alko- 
holen und Aceton; man kann daher das Rohprodukt vom 
Kisenbromid gut trennen durch wiederholtes Auflésen in Ace- 
ton und Fiillen mit Ather. 

Das Pentabromid stimmt im Verhalten mit der aus Eis- 
essig-Bromwasserstoff gefiillten Tetraverbindung iiberein: mit 
ihm sind einige Umwandlungen, die wir bei dem Tetrabromid 
nicht erwiihnten oder nur angedeutet haben, genauer unter- 
sucht worden. Wenn es auch nicht entschieden ist, ob die 
Verbindung das Salz eines Dihydrobromides mit drei Mole- 
kiilen Bromwasserstoff oder das Salz eines Trihydrobromides 
mit zwei Molekiilen Bromwasserstoff ist, so sind ihre Reak- 
tionen doch einfach die des sekundéren Bromwasserstoffesters 
von Hiimatoporphyrin. 

Stumpft man den Bromwasserstoff des Salzes bis zum 
Verschwinden des griinlichen Tones seiner Lésung ab, so ent- 
steht eine Tribromverbindung. Wir lésten 1 g Pentabromid 
in 50 ecem Aceton und schiittelten mit etwas wasserfreiem 
Natriumearbonat:; aus dem Filtrat wurde durch Petrolather 
ein rotviolettes Pulver gefiaillt. 

0.2210 g Substanz gaben 0.3981 g CO, und 0,1024 g H,O 

Berechnet fiir C,,H,,O,N,Br, : Gefunden: 
C = 49,93 49,13 
7 4,70 5,19 
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Das Abstumpfen von Brornwasserstoff fiihrt bei Gegen- 
wart von Ather weiter zur Bildung einer jitherléslichen Ver- 
bindung, die nur 2 Bromatome enthalt. Wir nehmen 1 g eisen- 
freies Pentabromid mit 20 cem Aceton auf und fiillen es mit 
100 ecm trockenem Ather in feiner Verteilung wieder aus. Beim 
Schiitteln mit etwas wasserfreiem Natriumcarbonat entstand 
in einer Viertelstunde eine klare rotbraune LOsung, die wir 
filtrierten und fiir die Analyse sofort mit niedrig siedendem 
Petroliither gefiillt haben (0,6 g). Die entstandene Verbindung 
ist sehr zersetzlich; beim Eindunsten der Aceton-Atherlisung 
bei tiefer Temperatur unter Anwendung einer mit fliissiger 
Luft gekiihlten Vorlage oder bei raschem Abdampfen auf 
dem Wasserbade nimmt die Fliissigkeit wieder griinliche Farbe 
an, was auf Abspaltung von an Kohlenstoff gebundenen Brom- 
wasserstoff und Salzbildung hindeutet. 

Einmal isoliert, ist das Dibromid nicht mehr leicht l6s- 
lich in Ather, hingegen in Alkohol und Aceton. 2,5° oige 
Salzsiiure list es sehr gut mit violetter Farbe unter rascher 
Bildung von Hiimatoporphyrin. 

0,1990 ¢ Substanz gaben 0,1007 ¢ AgBr (nach Carius) 
Berechnet fiir C,,H,,O,N,Br, : Gefunden: 


Br = 22,44 22,09 


“ys omy 


Umwandlung in Himatoporphyrin. Das aus Aceton 
mit Ather umgefiillte Pentabromid (5 g) listen wir unter ge- 
lindem Erwarmen in 20°/oiger Salzsiiure (11) und filtrierten 
von dunkeln Flocken ab. Die Hydrolyse war sogleich beendet: 
wir fiihrten aus der Siiure das Produkt, welches kein Brom 
mehr enthielt, unter fast vollstandigem Neutralisieren mit Am- 
moniak in 151 Ather iiber und dampften die Lisung bis auf 
einen Liter ein. Nun schied sich das Haimatoporphyrin als 
schénes Krystallmehl aus (1,2 g), worin man sehr oft eine 
typische Form beobachtet: an beiden Enden abgerundete, 
lingliche Blattchen (Analyse III des Hiimatoporphyrins). 

Dimethylither des Hiimatoporphyrins. Von eisen- 
freiem Pentabromid listen wir im Silbertiegel 1 g in 50 ccm 
konzentrierter methylalkoholischer Kalilauge unter gelindem 
Erwarmen und brachten aus der priichtig roten Fliissigkeit 
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durch Verdiinnen und Ansiiuern die Substanz in Ather. Nach 
dem Wegwaschen des Holzgeistes und Einengen krystallisierte 
die Dimethoxyverbindung (0,5 g) in einheitlichen geraden 
Prismen und Nadeln (siehe Analyse I des Dimethylithers). 

Dimethyliéither-Dimethylester. Der Ester dieser Di- 
methoxyverbindung entstand durch Einwirkung von Methyl- 
alkohol bet Zimmertemperatur auf das Pentabromid. Wir 
lieben 2 g¢ davon mit 100 cem Methylalkohol 3 Tage lang 
stehen, bis die ganze Menge ihre sauren Eigenschaften ver- 
loren hatte. Dann fiihrten wir den Ester in Ather tiber und 
engten nach dem Waschen mit verdiinnter Lauge und mit viel 
Wasser bis auf wenige Kubikzentimeter ein. Die sehr leicht 
lOsliche Tetramethylverbindung (1,1 g) krystallisierte in groBen 
gliinzenden Doppelpvramiden aus; im Schmelzpunkt 163°, der 
Salzsiurezahl 3 und in der Zusammensetzung stimmt sie mit 
einem aus Hiimatoporphyrin gebildeten Priiparat iiberein (Ana- 
lyse | des Tetramethylderivates). 

Bei der Einwirkung von fliissigem Chlorwasserstoff auf 
Hiimin und darauf folgenden Behandlung mit Methylalkohol 
entstand eine andere Methylverbindung, die im folgenden be- 
schrieben wird; zu demselben Dimethyliither-Dimethylester 
kommen wir indessen, wenn wir zuerst Bromwasserstoff, dann 
fliissigen Chlorwasserstotf einwirken lassen und die Halogen- 
verbindung mit Methylalkohol umsetzen. 


Einwirkung von fliissigem Chlorwasserstoff. 


liissiger Chlorwasserstoff reagiert mit dem Hiimin schon 
bei so tiefer Temperatur, daf man im offenen Gefiife damit 
arbeiten kann. Die Einwirkung liefert ungleich zusammenge- 
setzte und verschieden reagierende Produkte, je nachdem sie 
im offenen Rohre beim Schmelzpunkt des Chlorwasserstoffs 
oder im geschlossenen Rohr bei Zimmertemperatur vorgenommen 
wird. Die entstandenen Chloride waren unter keinen Umstiinden 
durch gewOhnliche Lésungsmittel vom Eisenchlorid zu trennen, 
z. B. durch Fiillen aus Aceton mit Ather, tibrigens auch nicht 
durch erneute Behandlung mit einem Gemisch gleicher Volumina 
von Eisessig und f{liissigem Chlorwasserstoff im Einschlubrohr. 
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Aber das Eisen ist nur noch ganz locker gebunden. Wenn 
man auf die mit fliissigem Chlorwasserstoll gebildeten Pro- 
dukte Wasser, Alkohol, Siiuren oder Alkalien in der Kiilte ein- 
wirken lift, so entstehen sogleich eisenfreie Verbindungen. 
Das Eisen substituiert also nicht mehr das Porphyrin, sondern 
an die Clorwasserstoffverbindung ist Eisenchlorid addiert. 

Wir lieben im offenen Rohre unter Vermeidung yon 
Feuchtigkeitszutritt fliissigen Chlorwasserstoff zu Hiimin- 
krystallen flieBen: er wirkte augenblicklich ein und gab eine 
blaurote Losung. Dann verdampften wir in einigen Minuten 
den Chlorwasserstoff und erhielten einen spréden, hygro- 
skopischen, gliinzend violetten Riickstand (6,2 aus 5g). Nach 
dem Umfillen betrug der Eisengehalt noch 4,2 bis 4,7°/o. 

Umegefilltes Priiparat: 
0.1822 g Substanz gaben 0,1663 ¢ AgCl (nach Carius) 


,O,N,FeCl,: Gefunden: 


22,08 


C] 22.57 
Fo == 7:5] 

Dieses Chlorid behandelten wir bei gewdéhnlicher Tem- 
peratur mit Methylalkohol; es dauerte eine Woche, bis die 
Esterbildung fast vollstiindig war. Dabei entstand eine Dimethyl- 
verbindung (gefunden OCH, 11,3 und 10,0°/o), die aus Ather 
in glinzend braunen, rhombenfirmigen blittchen krystallisierte. 
Sie ist mit keinem Methylderivat des Himatoporphyrins identisch, 
namlich viel schwacher basisch als diese. 

Zumeist nahmen wir die Behandlung des Hiimins mit wasser- 
freier Salzsiiure im geschlossenen Rohre vor, um die eigentiim- 
lichen Porphyrine zu untersuchen, zu welchen die Hydrolyse 
der so entstehenden Chlorwasserstoffverbindungen fiihrt. Diese 
Porphyrine (Himinoporphyrin und Hamidoporphyrin) sind vom 
bekannten Hiimatoporphyrin und seinen Derivaten verschieden, 
aber es gibt schon einige Ubergiinge von ihnen zu Hiimato- 
porphyrin. Im folgenden Kapitel sollen diese Verbindungen 
beschrieben werden, ohne daf es schon moglich wiire zu er- 
kliren, wodureh der verschiedene Reaktionsverlauf bei An- 
wendung von Chlorwasserstoff und Bromwasserstoff bedingt 
ist. Auch der Chlorwasserstoff ist einesteils an ungesiittigte 
Stellen addiert, anderseits sittigt er die basischen Gruppen 
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ab: hingegen wirkt selbst wasserfreie Chlorwasserstoffsiure 
nicht auf die Carboxyle ein. Um tiber die Mdéglichkeit der 
Bildung von Séurechloriden Anhaltspunkte zu gewinnen, haben 
wir eine grofere Zahl von Carbonsiiuren, darunter auch Phyllo- 
porphyrin, mit fliissigem Chlorwasserstoff im geschlossenen Rohr 
behandelt, aber unverindert wiedergewonnen. Hamatoporphyrin 
reagiert nur mit seinen beiden alkoholischen Hydroxylen. Auch 
die Lactamgruppen von Glykokollanhydrid widerstehen dem 
Reagens. 

Wir beschicken die Einschlubrohre mit je 5 g Héimin- 
krystallen und kondensieren darin etwa die doppelte Menge 
Chlorwasserstoff unter Kiihlung mit fliissiger Luft und Ver- 
meiden des Luftzutritts. Wéhrend wiisserige Salzsiiure, auch 
bei tiefer Temperatur gesiittigte, und Chlorwasserstoff-Eisessig 
bei gewOhnlicher Temperatur kein Loésungsmittel fiir Himin 
ist, geht dieses in der wasserfreien Siiure sofort mit priichtig 
blauroter Farbe in Loésung; sie zeigt nicht das _ griinliche 
Tingieren wie die Bromwasserstoffséure. Die Roéhren werden 
zugeschmolzen — man mu wegen der Explosionsgefahr vor- 
sichtig mit ihnen umgehen — und nach etwa einem Tag wieder 
gedffnet, indem man sie entweder nur mit Kohlensiure-Ather oder 
zuerst damit und dann mit fliissiger Luft abkthlt.1) Der Chlor- 
wasserstoff wird bei gewOohnlicher Temperatur verdunstet, am 
Ende unter vermindertem Druck; zu starkes Schiumen 1libt 
sich vermeiden, indem man die Rohre in ein leeres Dewar- 
gefih stellt. 

Der Riickstand (7 g) ist eine hygroskopische, metall- 
eliinzende, bliitterige Masse von violetter Farbe. Von _ ver- 
diinnter Siure wird die Substanz unter gleichzeitigem Verlust 
des Eisens hydrolytisch gespalten; beim Behandeln mit methyl- 
alkoholischer Kalilauge nimmt sie zwei Methoxyle auf und 
liefert den auch aus den Bromiden erhaltenen Dimethylather 
det Hiimatoporphyrins (siehe bei diesem Analyse V). 

Wir versuchten vergebens, durch Umfiillen z. B. aus Aceton 
mit Ather, das Priiparat von Kisenchlorid zu befreien. Das 


'' Die mit Chlorwasserstoff beschickten R6hren unmittelbar mit 
fliissiger Luft abzukihlen, ist gefahrlich. 
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Hvydrochlorid fallt in hellroten Flocken nieder, die frisch ein 
zerfliebliches Pulver bilden, die Mutterlauge enthilt nur eine 
geringe Menge Eisen. 

Die Analyse ergibt viel weniger Eisen als ein Atom fiir 
C,,; die untenstehende Forme] gibt nur einen Anhaltspunkt 
fiir die aufgenommene Salzsiiure. 
Rohprodukt I. O,1141 g Substanz gaben 0,0080 g Asche (Fe,O,) 

> I]. 0.2145 » > verbrauchten 44,42 ccm "/e:0-Thiosulfat 

(Sfiureveraschung nach Neumann). 

1 mal umgefalltes IIL. Prap. 90,1959 g Subst. gaben 0,2102 g AgCl (nach Carius) 


2 » > [V. » Q1802> >» > O1778> >» > > 
Berechnet fiir Gefunden: 
C53H5,0,N,FeCl,: I. Il. Hil. [V. 
C] == 26.80 — — 26,54 24,41 
Fe = 6,79 490 4,79 —- — 


H. Fischer’) hat vor kurzem mitgeteilt (unsere Versuche 
liber die Hiimatoporphyrinbildung waren beim Erscheinen dieser 
Arbeit schon beendet), daB mit Eisessig-Chlorwasserstoff bei 
100° Hiamin gelost werde. Ein chlorhaltiges Zwischenprodukt 
wurde nicht erhalten, dagegen Himatoporphyrin in amorphem 
Zustand; nur das Chlorhydrat war krystallisiert, wie schon 
bei Nencki und Sieber.?) Es ist uns wahrscheinlich, dab 
dennoch als Reaktionsprodukt eine chlorhaltige Zwischenstufe 
vorlag und dai es nur nicht gelungen ist, sie vom Eisensalz 
zu trennen. Bei der zur Entfernung des Eisens vorgenommenen 
Behandlung mit Natronlauge wird die Hydrolyse des Chlor- 
wasserstoffadditionsproduktes erfolgt sein. 

Die Mittel, mit denen das Eisen auch aus diesen Chlor- 
verbindungen ohne Hydrolyse entfernt werden kann, sind 
Bromwasserstoff-Eisessig und reiner Bromwasserstoff. Das 
eisenhaltige Produkt liést sich sehr leicht in Bromwasserstoff- 
Eisessig (1,41); durch EingieSen in Ather entsteht sogleich 
ein eisenfreier Niederschlag. Wir schmolzen das Produkt der 
Reaktion mit fliissigem Chlorwasserstoff, ferner mit fliissigem 
Bromwasserstoff in Réhren ein; in der iiblichen Weise isoliert 
und mit Ather behandelt, gab das Halogenid keine Asche mehr. 





') Diese Zeitschrift, Bd. 84, S. 282 (1913). 
*) Monatsh. f Chem., Bd. 9, S. 115 (1888). 
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Es enthilt nun Chlor und Brom und stimmt in seinen Ke- 
aktionen mit den oben beschriebenen Bromiden iiberein. Beim 
Aufl6sen in Methylalkohol und 4tagigem Stehen entstand dann 
die Tetramethylverbindung des Himatoporphyrins (1,2 g aus 2 g 
eisenhaltigem Chlorid), die in sechOnen Pyramiden krystallisierte 
(Analyse II] des Methylderivats). 

Vonden Umwandlungsprodukten des eisenhaltigen Chlorides 
soll hier nur vergleichsweise die Methylverbindung angefiihrt 
werden, die beim Auflésen des Rohproduktes (5 g) in Methyl- 
alkohol (100 cem) entstand. In diesem Falle war schon in 
einem Tag die Esterbildung vollstiindig, eine Probe gegen ver- 
diinnte Natronlauge indifferent. Wir fiibrten die Verbindung in 
Ather iiber und erhielten schon bei mifigem Einengen eine 
Krystallisation langer, diinner, netzartig verfilzter Nadeln von 
brauner Farbe in der Durchsicht. Sie sind in Ather leicht 
lislich, aber erheblich schwerer wie die Pyramiden des schon 
beschriebenen Tetramethylderivates. In der Salzsiiurezahl 3 
stimmen sie mit letzteren tiberein, auch der Schmelzpunkt ist 
ganz iihnlich: 165°, nach liingerem vorangehenden Sintern. 
Ks liegt gleichfalls eine Tetramethylverbindung mit nur zwei 
verseifbaren Methylen vor, aber sie ist anders zusammen- 
sesetzt als die erste. 


0.1775 g Substanz gaben 0,2347 AgJ (nach Zeisel) 


0.2090 » » 05061 g CO, und 0,1265 g H,O 
Berechnet fir C,H, ON,: Gefunden : 
C 69.40 — 66,09 
H = 7,43 — 6,76 
OCH, = 18,29 17,46 — 


III, Die Porphyrine mit mehr als 4 Sauerstoffatomen. 


(Gruppe des Himatoporphyrins. ) 
Gewinnung von Hiimin aus zentrifugiertem Blut. ?) 


Wir zentrifugieren defibriniertes Blut unverdiinnt, wiihrend 
es sonst tiblich ist, es zuvor mit Kochsalzlosung stark zu ver- 
diinnen. 


1) Nach Versuchen von R. Willstatter und A. Stoll. 
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Mit einer Laboratoriumszentrifuge von Gebriider Heine 
in Viersen, deren Kranzdurchmesser 66 em betriigt, die 3000 
Touren in der Minute macht und in 6 Glisern 1,9 | fabt, wird 
die Halfte des Rinderblutes als Blutkérperchenbrei abgesetzt. 
Es ist aber schwierig, das Serum vollstiindig abzuheben, so 
daB aus 1900 cem Blut doch praktisch 1100 cem BlutkoOrperchen 
erhalten werden. Beim Vermischen mit 0,9°/oiger Kochsalz- 
losung und erneutem Zentrifugieren bleibt das Volumen des 
konzentrierten Blutes unveriandert. 

Viel giinstiger wirkt eine Jouan-Zentrifuge mit hoher 
Tourenzahl von Leune in Paris (Modell C mit elektrischem 
Antrieb, 9000 Touren mit den Glasern von 120 ccm Gesamt- 
inhalt, déuferer Kranzdurchmesser 24 cm), und zwar besonders 
bei Anwendung ihres sogenannten bol métallique (innerer 
Durchmesser 18 cm, Volumen 1!/2 | und 5000—5500 Touren), 
der das Fiillen und Entleeren bei laufender Zentrifuge gestattet. 
Trotz des kleineren Weges pro Sekunde wird die Leistung 
der grofen Zentrifuge tUbertroffen. 

Von einem Liter Rinderblut werden niimlich nach zehn 
Minuten 635—640 ecm, bei einer anderen Probe 660 cem klares 
Serum, d. i. anniihernd die gréf{te mégliche Menge, abgelassen. 
Stellt man dann die Zentrifuge ab, so enthilt der Bol die 
Suspension der unveriinderten BlutkOrperchen (840—365 ccm). 
Entleert man aber bei laufender Zentrifuge durch die Messing- 
rohre des Apparates, so werden die blutkérperchen durch den 
Anprall an die Wand der AbfluBréhre zerschlagen und es lauft 
aus dem Bol eine lackartige, prachtig tiefrote Oxyhiimoglobin- 
losung ab; das ist das gesamte Oxyhimoglobin des blutes, 
klar vermischt mit der kleinsten Wassermenge. Unter dem 
Mikroskop sind in der roten Losung nur die Schatten der Blut- 
korperchen zu erkennen. 

Beim Waschen des unversehrten Blutkérperchenbreis, 
wie er durch langsames Arretieren der Zentrifuge erhalten 
wird, mit Kochsalzlésung und Ausschleudern im Bol nimmt 
das Volumen nicht ab, auch nicht bei 9000 Touren in den 
Glischen der Zentrifuge; das Waschen ist fiir die Hiiminge- 
winnung ohne Nutzen. Nach dem Zerschlagen kann man natiir- 
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lich nicht mehr waschen, da die Oxyhiimoglobinlésung mit der 
Kochsalzl6sung mischbar ist. 

Die Anwendung der Oxyhiimoglobinlésung hat fiir die 
Hiiminbereitung gegentiber der Verarbeitung von Blutkorper- 
chenbrei den Vorzug, dafi die Entleerung des Apparates leichter 
erfolgt und dafi man kontinuierlich gréfere Mengen nachfiillen 
und entleeren kann, ohne die Zentrifuge dabei abzustellen. 

Das Zentrifugieren des Blutes und die Behandlung der 
gewonnenen Hiimoglobinlésung mit Eisessig lassen sich bequem 
nebeneinander ausfiihren. Die Arbeitsweise ist nicht weniger 
einfach, das Hiimin ebenso rein wie nach den iilteren Verfahren. 
Anstatt des Vierfachen oder des Dreifachen vom Blute an Eis- 
essig geniigt es, gleichviel Eisessig wie Blut anzuwenden. 

Ausfiihrung des Verfahrens. Man lift frisches, defi- 
briniertes Rinderblut!) in Portionen von 1 1 in den mit 3000 
Touren in der Minute rotierenden Bol durch ein 2 mm weites 
Rohrchen einlaufen, steigert alsdann die Tourenzahl innerhalb 
einer Minute auf etwa 5500 und lat die Zentrifuge 10 Minuten 
mit dieser Geschwindigkeit gehen. Nun wird das nahezu farb- 
lose Serum durch langsames Senken des Entleerungsrohrchens 
abgehoben, bis die Fliissigkeit plétzlich tiefrot abflieft, und dann 
in ein anderes Gefiifi die lackfarbene Oxyhimoglobinlésung, 
bis ein leises Zischen in der Zentrifuge die Beriihrung des 
Roéhrchens mit der Bolwand verrit. Der Bol ist dann bis auf 
einige Kubikzentimeter entleert und das AbfluBrohrchen wird 
zuriickgeschraubt. Wir schalten nun vor den Elektromotor 
wieder so viel Widerstand ein, dafB der Bol nur mit 3000 
Touren pro Minute rotiert, und beschicken ihn von neuem. 

In Fiinfliterrundkolben mit weitem Hals erwirmen wir 
je 2.1 EKisessig, denen wir 10 g Kochsalz zufiigen, auf Gas- 
kochern zum Sieden und lassen die Oxyhamoglobinlosung aus 
2 1 Blut (0,7 1) wahrend einer halben Stunde in die durch 
einen Riihrer lebhaft bewegte, schwach siedende F'itissigkeit 


') Dafs Pferdeblut, wie Kiister und Deihle (diese Zeitschr., Bd. 86, 
S. 59) finden, sich zur Hiimindarstellung weniger eignet als Rinderblut, 
riihrt wohl davon her, daf es nicht immer die besten Gaule sind, die ins 


Schlachthaus kommen. 
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eintropfen, wobei die Beriihrung der Oxyhaimoglobinlésung mit 
der Kolbenwand und mit dem Riihrer vermieden werden mub. 
Dann halten wir die tiefbraune Fliissigkeit noch 10 Minuten in 
schwachem Sieden und Jassen hierauf wiihrend einer Viertel- 
stunde 1 1 destilliertes Wasser zuflieBen. Das Hiimin scheidet 
sich dabei in gliinzenden groben Krystallen groftenteils aus: 
bei zu raschem Arbeiten krystallisierte es so fein, daf die zur 
Isolierung erforderliche Filtration sehr erschwert wurde. 

Bei eintégigem Stehen wird die Krystallisation vollstiindig. 
Wir filtrieren dann durch doppeltes Koliertuch die Krystalle 
von der nur noch wenig gefirbten Mutterlauge ab und waschen 
mit Essigsiure, Wasser, Alkohol und Ather etwas nach. Das 
Priiparat ist so rein, daf es keine Umkrystallisation erfordert. 

Die Ausbeute betrug 4,6—5,2 g aus dem Liter eines 
Rinderblutes, welches bei Verarbeitung nach unserer Ausftihrungs- 
weise'!) des Verfahrens von Schalfejeff 4,2 g Himin ergab. 


Hamatoporphyrin. 
Darstellung in amorphem Zustand. 


M. Nencki und N. Sieber?) haben die Bildung des 
Hiimatoporphyrins durch Einwirkung von bromwasserstoff- 
Eisessig auf Himin bei Wasserbadtemperatur beschrieben; 
M. Nencki und J. Zaleski‘) haben die Darstellung verbessert, 
ihre Angaben sind bis heute nur in geringen Einzelheiten ab- 
geiindert worden. Nach ihrer Vorschrift arbeitet man bei ge- 
woOhnlicher Temperatur mit Bromwasserstoff-Eisessig (bei 10° 
gesattigt von Kahlbaum kiuflich) zweckmibig in kleinen Por- 
tionen von Hiimin; die Einwirkung dauert 3—4 Tage, beim 
Verdiinnen mit Wasser und mehrstiindigem Stehen soll nur 
ein kleiner Bodensatz ausfallen, von dem man abfiltriert. 





1) R. Willstatter und Y. Asahina, IX. und XVIII. Untersuchung 
iiber Chlorophyll, Ann. d. Chem., Bd. 373, S. 232 (1910) und Bd. 3835, 
S. 197 (1911). 

*) Monatsh. f. Chem., Bd. 9, S. 115 (1888), Nenckis gesammelte 
Werke, Bd. 2, S. 74. 

*} Diese Zeitschrift, Bd. 30, S. 384, 423 (1900); Nenckis Werke, 
Bd. Il, S. 763. 
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QO. Piloty!) hat den Verlauf der Himatoporphyrinbildung 
untersucht und Angaben tber die Methode ver6ffentlicht; er 
arbeitet mit bei 0° gesiattigtem Bromwasserstoff-EKisessig, nach 
etwa sechstagiger Behandlung wird die Fliissigkeit mit Wasser 
verdinnt und ohne weiteres Stehenlassen Hamatoporphyrin 
ausgefillt und zwar durch Zusatz von Natriumacetat in der Form 
eines Ferrisalzes. Piloty bemerkt dazu: 

«Es ist uns auf keine Weise gelungen, ein bromhaltiges 
Zwischenprodukt bei der Himatoporphyrinbildung zu isolieren. 
Und es ist iiuberst unwahrscheinlich, da unter den gelinden 
Jedingungen, wie wir sie eben geschildert haben, an Kohlen- 
stoff gebundenes Brom quantitativ durch Hydroxy] ersetzt werde. » 

Nach den letzten Angaben von W. Kiister und P. Deihle?) 
soll umkrystallisiertes Hamin in 10 Portionen von 0,5 g in 
100 g Bromwasserstoff-Eisessig im Laufe von 5 Tagen unter 
mOglichstem AusschluB von Luftfeuchtigkeit eingetragen werden. 
Nach dem Verdiinnen mit Wasser lassen diese Autoren 5 Stunden 
lang stehen, versetzen mit Natronlauge bis zur schwach sauren 
Reaktion und fiillen mit Natriumacetat das Hiamatoporphyrin 
vollstiindig aus. 

Kiir den wichtigsten Umstand bei der Gewinnung des 
Hiimatoporphyrins halten wir die geeignete Konzentration des 
Kisessig-Bromwasserstoffs. Die von Kahlbaum kiaufliche Saure 
schwankt in ihrem Bromwasserstoffgehalt erheblich, manchmal 
eignet sie sich zum Lésen des Hamins, manchmal nicht. Zu- 
meist fanden wir im Handel die Siiure vom spezifischen Ge- 
wicht 1,40 (bei 0° bestimmt); sie lost Haimin sehr schlecht, 
sie verwandelt es hauptsiichlich in die beschriebene Verbindung 
C,,H,,0,N,FeBr,. Siattigt man den Eisessig-Bromwasserstoff 
bei 0°, so lést das Reagens wieder auffallend schlecht, auch 
hier entsteht Additionsprodukt. Die geeignete Konzentration 
ist 1,41 (bei O° bestimmt), man braucht Hamin nicht zu pulvern, 
nicht mit kleinen Portionen zu arbeiten, nicht Jangsam einzu- 
tragen und nicht tagelang damit stehen zu lassen. 


1) Ann. d. Chemie, Bd. 377, S. 314, 351 (1910). 
2) Diese Zeitschrift, Bd. 86, S. 51, 60 (1913); Chem. Ber., Bd. 45, 
S. 1941 (1912). 
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Eine wichtige, noch zu wenig hervorgehobene Phase in 
der Umwandlung von Hamin in Hamatoporphyrin ist das 
Stehenlassen der mit Wasser verdiinnten Eisessig-Bromwasser- 
stofflésung. Dabei erfolgt naémlich die Einfiihrung der Hydroxyle 
an Stelle der Bromatome des addierten Halogenwasserstoffs. Man 
kann zwar diese Hydrolyse tiberspringen und sie durch liingeres 
Waschen des Niederschlages auf dem Filter oder durch Be- 
handeln mit verdiinnter Natronlauge nachholen, das ist aber 
fiir die Darstellung eines reinen Priiparates nicht zu empfehlen. 

Ein gutes Mittel, die Priparate von Himatoporphyrin 
auf ihre Einheitlichkeit zu untersuchen, bietet die Priifung der 
Salzsiurezahl nach den Angaben von Willstitter und Mieg’) 
fiir die Bestimmung und Trennung von Chlorophyliderivaten. 
Diese Methode hat fiir die Derivate des Blutfarbstoffes bisher 
keine Anwendung gefunden, wir finden sie aber auch hier 
sehr niitzlich. Die atherische L6sung von Himatoporphyrin gibt 
an 0,03°/oige Salzsiure Spuren, an Séure von 0,1—0,15°/oige 
etwa 2/3, an 0,4°/oige bei einmaligem Durchschiitteln fast die 
ganze Menge ab. Wenn wir die nach unserem Verfahren er- 
haltenen Rohprodukte in Fraktionen zerlegen, so stimmen 
diese in der Verteilung zwischen Salzsiiure und Ather tiberein. 
Halogenhaltige und andere unreine Priparate  enthalten 
schwacher basische Anteile und lassen sich durch die Frak- 
tionierung mit Salzsaure reinigen. 

Wir tragen z. B. 36 g Haminkrystalle auf einmal in eine 
Stopselflasche mit 900 g Eisessig-Bromwasserstoff (1,41) ein 
und schiitteln !/4 Stunde lang. Dann ging beim Stehen in 
7 Stunden der Farbstoff klar in Lésung. Die Menge des 
Eisessig-Bromwasserstoffs laBt sich etwas vermindern; 4 g 
wurden schon in 75 g Eisessig-Bromwasserstoff (an einem 
Sommertag) vollstindig gelést. (Nach Kiister werden 20, 
nach Piloty etwa 32 Gewichtsteile vom Reagens verwendet). 

Die Auflodsung aus 36 g wurde in 51 Wasser eingetragen 
und durch eine diinne Talkschicht von wenig kornigen Par- 
tikeln abfiltriert. Die Fliissigkeit blieb 3 Stunden stehen, ehe 





') Untersuchungen tiber Chlorophyll I, Ann. d. Chemie, Bd. 350, 
S. 1 (1906). 
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wir sie mit konzentrierter Natriumacetatlésung fillten. Das 
Porphyrin schied sich in braunvioletten Flocken aus, die bei 
gewOhnlicher Temperatur getrocknet wurden. Die Ausbeute 
an diesem (eisenhaltigen) Produkt betrug 34g. Durch Auf- 
ldsen in Natronlauge, Filtrieren vom Eisenhydroxyd und An- 
siiuern mit Essigsiiure wurde es aschefrei. 


Darstellung von krystallisiertem H&amatoporphyrin. 


Nach dem Umfillen des Hiimatoporphyrins aus verdiinnter 
Natronlauge mit Essigsiiure saugten wir die flockige Fallung 
auf Koliertuch ab und verdriingten die Mutterlauge mit Wasser. 
Dann losten wir das noch feuchte Priparat aus 10 g Hiamin 
in 11 Alkohol und trugen die Lisung in 251 Ather ein, die 
auf fiinf 7 l-Scheidetrichter verteilt waren. Der Alkohol wurde 
weggewaschen, indem wir durch jeden Scheidetrichter etwa 
20 Minuten lang am Brunnen Wasser durchflieBen  liefen. 
Dabei fiel allerdings etwas flockiges Calciumsalz aus, das 
wir sammelten, um es mit Siiure zu zersetzen und das ent- 
bundene Porphyrin zur Hauptmenge zuriickzubringen. Die 
iitherische Loésung haben wir mit Natriumsulfat getrocknet 
und auf 11 eingeengt. Bei diesem Volumen beginnt schon 
in der Wiirme Hiimatoporphyrin auszufallen. Wir lassen nun 
die Atherlisung bei gewOhnlicher Temperatur stehen und er- 
halten das Porphyrin als gliinzende violette Krystallisation, 
die aus schén gerundeten, in der Durchsicht rotbraunen 
Blittchen besteht. Der Betrag des auskrystallisierten Anteils 
war 4,5 g, diese Ausbeute wird sich leicht noch erhohen lassen. 

In krystallisiertem Zustand haben wir Himatoporphyrin 
auch aus den verschiedenen Zwischenprodukten der Enteise- 
nung mit Bromwasserstoff sowie bei der Hydrolyse seines 


Ksters erhalten. 
Analyse. 

Kiir die Analyse sind die krystallisierten Praparate im 
Vakuumexsikkator getrocknet worden. Die Werte weisen be- 
triichtliche Schwankungen auf, vielleicht infolge eines kleinen 
Wassergehaltes, den man leider nicht ohne Erhitzen entfernen 
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kann. Sie stimmen aber durchweg besser fiir die Formel mit 
C,, als fiir C,,. Dasselbe gilt von den Analysen des freien 
Himatoporphyrins in amorphem Zustand und des krystallisierten 
Chlorhydrates, die Nencki und Sieber') verdffentlicht haben. 








Chlorhydrat. Nach Nencki u. Sieber H. Fischer?) 
C = 59.80 59,79 59,57 DY,DO 60,64 
H= 6,16 5,89 6,29 6,08 6,48 
Berechnet fiir C,,H,,0O,N,CI,: C,5H,,0,N,Cl,: 
Cc = 60,81 60,07 
H= 5,96 6,12 


Freies Porphyrin. Nach Nenckiu. Sieber H.Fischer W. Kitster’) 





C = 66,84 67,16 66,98 66,85 67,20 68,63 
H = 6,32 6.26 6.21 6.53 6.33 6,15 
Berechnet fiir C,,H,,0,N,: C,,Hs,0,N,: 
CG = 68,19 67 D4 
H = 6,40 6,53 
I. Krystallisiertes Priparat aus C,,H,,0,N,FeBr, : 





0.2142 g Substanz gaben 0,5241 g CO, und 0,1260 g H,0. 
Il. Krystallisiertes Praparat aus C,,H,,0,N,FeBr,: 
0.1936 g Substanz gaben 0.4732 g CO, und 0.1134 g H,0O. 
Ill. Krystallisiertes Praiparat aus C,,H,,O,N,Br;: 


0.2178 g Substanz gaben 0,5359 g CO, und O,1288 g H,O. 


IV. Krystallisiertes Priparat aus Aceton umgefallt: 
0,2462 g Substanz gaben 0,6030 g CO, und 0.1445 g H,O. 
V. Amorphes Priparat aus Dimethylester mit Alkali: 
0,2149 g Substanz gaben 0,5297 g CO, und 0,1208 g H,0. 
VI. Krystallisiertes Priparat aus Dimethylester mit Saure: 
0,2532 g Substanz gaben 0,6226 g CO, und 0,1475 g H,O. 
VII. Krystallisiertes Praparat aus Hiiminoporphyrin mit wasseriger HBr: 
0,1996 g Substanz gaben 0,4914 g CO, und 0,1184 g H,0O. 
VIII. Krystall. Priparat von der Verseifung des Esters aus Himinoporph. : 
0,2215 g Substanz gaben 0,5459 g CO, und 0,1522 g H,0. 


—_—— 








Gefunden: I. IT. If. IV. V. VI. Vil. VILL. 
C = 66,73 66,60 67,09 66,80 67,47 67,04 67,14 67,22 
H= 6,58 6,55 6,62 6,58 6,78 6,52 6.64 6,68 
Im Hochvakuum bei 105° verliert Himatoporphyrin 
’ = ? : ‘ ; ’ . 
\ Wasser, wir fanden bei verschiedenen Darstellungen Gewichts- 


‘) Nenckis gesammelte Werke, Bd. 2, 5. 78. 
*) H. Fischer, E. Bartholomiéus und H. Rose, Diese Zeit- 


schrift, Bd. 84, S. 281 (1913). 
3) Chem. Ber., Bd. 45, S. 1941 (1912). 
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verluste von 5,6 und 5,07°/o (ber. fir 1 Mol. H,O 3,0°/o). Die 
Analyse stimmt dann fiir eine Verbindung mit fiinf Sauerstoff- 
atomen. 
IX. Krystallisiertes Praparat aus Haimin mit wisseriger HBr: 
0.1962 g Substanz gaben 0,5021 g CO, und 0,1131 g H,0. 
X. Krystallisiertes Praparat aus C,,H,,0O,N,FeBr, : 
0,2180 g Substanz gaben 0,5562 g CO, und 0,1209 g H,O. 


Berechnet fiir (C,,H,,O,N,): C,,H,,O,N,: Gefunden: IX. X. 
C = 70,31 69,68 69,79 69,58 
H= 625 6,39 6,45 6.21 


Als wir bei 105° an der Quecksilberpumpe das Trocknungs- 
kOlbchen (unter Zwischenschaltung einer mit Blattgold gefiillten 
Rohre) mit einer durch fliissige Luft gekiihlten Vorlage verbanden, 
gab das Hiimatoporphyrin noch ein weiteres Molekiil Wasser 
ab (Gewichtsverlust 7,54 und 5,93°/o); seine Zusammensetzung 
entsprach dann einer Formel mit vier Sauerstoffatomen. Die 
in der Vorlage kondensierte Fliissigkeit haben wir mittels der 
Elementaranalyse untersucht; sie war fast reines Wasser und 
enthielt nur eine Spur organischer Substanz. 

Alle erhitzten Priparate von Hiimatoporphyrin waren 
giinzlich verdorben, schwachbasisch, unléslich, unkrystal- 
lisierbar. Bei dem Versuche, sie wieder in Ather iiberzufiihren, 
war die Hauptmenge unldslich, ein kleiner Anteil, der in Ather 
gebracht werden konnte, lieB sich erst mit 2—3°/oiger Salz- 
siiure ausschiitteln und ging in diese mit griinstichig roter 
anstatt violettroter Farbe. Die Carboxyle sind an dieser Ver- 
iinderung unbeteiligt, das Verhalten gegen Ammoniak ist nach 
der Trocknung dasselbe wie zuvor. 

In trockenem Ammoniakgas nimmt merkwiirdigerweise 
Himatoporphyrin (ebenso wie in wiésserigem Ammoniak nach 
der Beobachtung von W. Kiister!)) 3 Molekiile Ammoniak auf, 
die schon im nichtevakuierten Exsikkator langsam, aber voll- 
stiindig wieder abgegeben werden. Gefunden mit exsikkator- 
trockenem Porphyrin 7,1 und 7,5°/o, mit dem bei 105° ge- 
trockneten 7,2 und 7,1°/o, berechnet fiir 3 NH,: 8,7°/o. 

Da also weder Anhydrid- noch Lactonbildung stattge- 
funden hat, so ist allein von den alkoholischen Hydroxylen des 


'! Diese Zeitschrift, Bd. 86, S. 63 (1913). 
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Hiimatoporphyrins Wasser abgespalten worden und das ge- 
bildete Produkt hat sich polymerisiert. 

W. Kiister!) hat in seinen letzten Untersuchungen mit- 
geteilt, daf Hamatoporphyrin durch verdiinnte Schwefelsiure 
in einen sowohl in Séure wie in Alkali unloslichen, sehr resi- 
stenten Korper tibergefiihrt und daf es schon durch Aceton 
bei gewOhnlicher Temperatur verindert werde, niimlich durch 
intramolekulare Atherbildung Wasser verliere. Bei diesen An- 
gaben ist leider das Verhalten des Himatoporphyrins in der 
Hitze nicht beriicksichtigt worden. Die von Aceton scheinbar 
veriinderten Priiparate wurden fiir die Analyse bei 120° ge- 
trocknet und stimmten danach fiir eine Forme! mit fiinf Sauer- 
stoffatomen. Wir haben die Einwirkung von Aceton nach den 
Angaben von Kiister wiederholt. Das aus Acetonlésung zuriick- 
gewonnene und im Exsikkator getrocknete Priiparat war nach 
allen Eigenschaften und nach der oben angefiihrten Analyse IV 
unveridndert. 

Das Chlorhydrat stellen wir durch Aufldsen des Hiimato- 
porphyrins in mibig warmer 3°/oiger Salzsiure dar; man hat 
eben Zeit, die LOsung zu filtrieren, dann scheidet sich rasch 
die ganze Menge des Salzes in Nadeln aus, die in der Durch- 
sicht unter dem Mikroskop olivgriin erscheinen, aber ein schon 
rotes Pulver geben. Fiir die Analyse diente das Salz exsik- 
katortrocken, im Vakuum und in der Wiirme lief es sich nicht 
trocknen, da es Chlorwasserstoff verliert. 

Chlorhydrat aus krystallisiertem Praparat der beschriebenen Darstellung: 

0,1826 g Substanz gaben 0,4060 g CO, und 0,1002 g H,O. 


Gefunden: C = 60,64 
H = 6,14 
Beschreibung. 


In krystallisiertem Zustand ist Himatoporphyrin haltbar; 
ein aufbewahrtes Priiparat war nach einem *'4 Jahr unver- 
sehrt, was am besten mit der Salzséurezahl beobachtet wird. 

Das krystallisierte Himatoporphyrin ist in Ather schwer 
léslich, ebenso in Methyl- und 96°/oigem Athylalkohol, etwas 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. 86, S. 60 und Chem. Ber., Bd. 45, S. 1942. 
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mehr in absolutem Alkohol; Chloroform firbt es gar nicht an. 
In der Wiirme lost es sich in Alkohol auch nur triige, wiihrend 
das amorphe Priiparat in absolutem Alkohol leicht léslich ist. 
Aceton lost betriichtlich, Eisessig leicht mit prichtig violetter 
Farbe; bei kurzem Kochen oder Erwirmen erfolgt Acety- 
lierung, dabei wird der blaue Ton der Fliissigkeit abgeschwacht, 
zugleich andert sich die Salzsaurezahl des Porphyrins von 0,1 
in 1. In verdtinnter Schwefelsiiure lOst sich die Substanz rasch 
mit violetter Farbe, hingegen in konzentrierter stark griin- 
stichig rot. Beim Verdiinnen fillt das Porphyrin verdorben 
in étherunldslichen Flocken aus. In konzentrierter Salzsdure tritt 
eine solche Anderung nicht ein; schon in 3°/oiger list sich 
Hiimatoporphyrin leicht, in 0,5°/oiger langsam. 

Fliissiger Chlorwasserstoff wirkt bei gewOhnlicher Tem- 
peratur auf die alkoholischen Hydroxyle des Himatoporphyrins 
ein, wiihrend im offenen Rohr, also bei sehr tiefer Temperatur, 
nur das Chlorhydrat entsteht. Wir lieBen das Porphyrin mit 
wasserfreier Salzsiure im Einschlubrohr zwei Tage stehen. 
Nach dem Verjagen des Chlorwasserstoffs war der metallisch 
gliinzende, violette Riickstand in Aceton leicht l6slich, wiahrend 
das Chlorhydrat des Hiimatoporphyrins schwer loslich ist. Wir 
nahmen das Reaktionsprodukt mit Aceton auf, fillten es fein 
verteilt mit Ather und schiittelten die iitherische Suspension 
mit viel wasserfreiem Natriumcarbonat unter Zusatz eines 
Tropfens Wasser kriaftig durch. Die aus ihrem Salz ent- 
bundene chlorierte Siiure liste sich mit brauner Farbe in Ather 
und wurde von Petrolither in dunkelbraunen Flocken gefiillt. 
Salzsiiurezahl ungefahr 3. 

I. Priparat aus Himatoporphyrin: 
0,1282 g Substanz gaben 0,0591 g AgCl (nach Carius). 
I]. Priiparat aus Monoacetylverbindung : 
0,1132 g Substanz gaben 0.0518 g AgCl (nach Carius). 


Berechnet fiir Gefunden: 
Cotigl BG: I. II. 
Cl = 11,38 11,40 11,32 


Bei einem folgenden Versuche lieBen wir auf das Chlor- 
hydrat des chlorierten Porphyrins Methylalkohol einwirken. 
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Nach eintigigem Stehen bei gewohnlicher Temperatur war die 
Esterifizierung vollstiindig. Der Athersiiureester wurde aus 
itherischer LOsung in prachtvollen Krystallen erhalten, die 
nach der Analyse und der Salzsiiurezahl 3 mit der Tetramethyl- 
verbindung des Himatoporphyrins identisch waren (siehe Ana- 
lyse VI dieser Verbindung). 

Absorptionsspektrum. Mit Priiparaten von zweifel- 
hafter Reinheit ist das Spektrum des Himatoporphyrins haufig 
untersucht worden,!) zumeist in saurer oder in alkalischer 
Losung. Unter solchen Bedingungen ist aber das Spektrum 
wesentlich abhiingig von den Erscheinungen der Dissoziation 
in den SalzlOsungen. In den Untersuchungen von Willstiitter 
und Pfannenstiel?) und Fritzsche®) ist dies durch den Ver- 
gleich der Chlorbydrate von Himatoporphyrin und anderen 
Porphyrinen in Alkohol mit und ohne Uberschuf von Chlor- 
wasserstoff gezeigt worden. 

Das Spektrum des freien Himatoporphyrins in Ather haben 
E.Schunck und L. Marchlewski,‘*) ohne iibrigens Messungen 
mitzuteilen, mit dem von Phylloporphyrin verglichen. 

Das krystallisiert erhaltene freie Haimatoporphyrin hat uns 
in atherischer Losung fiir die folgende Messung des Absorptions- 
spektrums gedient, die wir mit dem LOweschen Gitterspektro- 
skop mit Wellenliingeschraube (der Firma Zeif) ausgefihrt 
haben (siehe Figur I). 

Wenn man von einem schwachen diinnen Streifen (II) 
im Orange absieht, besteht das Spektrum einer mittteren Schicht 
in der sichtbaren Region aus vier Absorptionsbiindern, einem 
sehr schmalen scharfen und dunkeln (1) im Orange gegen Rot 


‘) Die Angaben der Literatur sind sorgfiltig in H. Kaysers Hand- 
buch der Spektroskopie, Bd. 4, S. 129 (1908) und ferner in den «Beitragen 
zur Photographie der Blutspektra» von E. Rost, F. Franz und R. Heise 
(Arbeiten aus dem kaiserlichen Gesundheitsamt, Bd. 32, S. 223, 290 [1909} 
zusammengestellt worden; zur Ergiinzung ist auf die Messung von Wi1!- 
statter und Pfannenstiel hinzuweisen. 

#) Ann. d. Chem., Bd. 358, S. 262 (1907). 

8) Ann. d. Chem., Bd. 371, S. 116 (1909). 

) Proc. Roy. Soc., Bd. 59, S. 233 (1896) und Ann. d. Chem., Bd. 290, 
S. 306 (1896). 
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hin, einem schmalen, etwas weniger dunkeln Streifen (III) beim 
Beginn von Griin, dem ein sehr breiter, die gelbe Region aus- 
fiillender Schatten vorgelagert ist, und zwei starken Bandern 
im Griin und beim Ubergang von Griin in Blau. Das letztere (V) 
ist das dunkelste und weitaus breiteste. 


0.0586 g Substanz in 1 | Ather (*/1000-Mol. in 10 Liter). 
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Fig. 1 


Esterifizierung des Haimatoporphyrins. 


Die Esterbildung des Hiimatoporphyrins haben Nencki 
und Zaleski!) und vor einigen Wochen W. Kiister und 
P. Deihle?) beschrieben. Liingeres Kochen mit chlorwasser- 


7a6. 


') Nenckis Werke, Bd. 2, S. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 86, S. 51 (1913). 
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stoffhaltigem Methylalkohol fiihrte zur Tetramethylverbindung, 
die aber auf diesem Wege nicht rein zu erhalten war. Bei 
kurzem Kochen entsteht nach Kiister der Dimethylester des 
Himatoporphyrins, ein amorphes Pulver vom Schmelzpunkt 
140—142°. 

Wir haben beobachtet, dab Hiimatoporphyrin je nach den 
Bedingungen der Esterifizierung zwei verschiedene Dimethylester 
liefert. Die Methyle sind nur in die Carboxyle eingetreten, 
die Reaktion beschrinkt sich aber nicht auf diese Gruppen. 

Durch dreitigiges Stehen bei gewohnlicher emperatur 
mit 8°/oiger methylalkoholischer Chlorwasserstolfsiiure wurde 
Hiimatoporphyrin vollstandig esterifiziert. Das Produkt war 
leicht léslich in Ather und krystallisierte daraus nicht. Beim 
Abdampfen hinterblieb es in Form einer spréden gliinzenden, 
dunkelroten Kruste vom Schmelzpunkt 149°. Es ist dieselbe 
Verbindung, die Kuster durch kurzes Erwiirmen mit 1°/oiger 
methylalkoholischer Salzsiure dargestellt hat. 

0.2134 g Substanz gaben 0,1664 g AgJ (nach Zeisel). 
Berechnet fiir C,,H,,O,N,: Gefunden : 
OCH, = 10,10 10,53 

Dieser Ester ist durch die Salzsdiurezahl 1/2 gekennzeichnet. 
Bei kurzem Kochen mit normaler Schwefelsiure oder durch Auf- 
ldsen in methylalkoholische Kalilauge wird er verseift und 
bildet Haimatoporphyrin zuriick (Analyse V und VI desselben). 
Da wir den niimlichen Ester aus Himinoporphyrin erhalten 
haben, so lief sich auf diesem Wege Himinoporphyrin in 
Hamatoporphyrin tiberfiihren (siehe Analyse VIII des letzteren). 

Beim Erhitzen des Hiimatoporphyrins mit 6°/oiger methyl- 
alkoholischer Chlorwasserstoffsiure wihrend einer Stunde ent- 
stand noch keine Tetramethylverbindung. Der so gebildete 
Ester, durch Abdampfen der atherischen Lésung als ziegelrotes 
Pulver vom Schmelzpunkt 121° erhalten, ging aus Ather erst 
in 1°/oige Salzsiure reichlich (zu ?/3) ber. Nach seiner Zu- 
sammensetzung scheint die Dimethylverbindung ihnlich wie 
Haiminoporphyrin durch Austritt von einem Mol. Wasser aus 
zwei Molekiilen Himatoporphyrin und zwar aus ihren alkoho- 
lischen Hydroxylen entstanden zu sein. 
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0.0845 g Substanz gaben 0,2158 g CO, und 0,0555 g H,O 


O.1714 » > ,  0,1267 » AgJ (nach Zeisel). 
Berechnet fiir C,,H,,0,1/,N,: Gefunden: 
C = 69.42 69,65 
H 6,83 7,35 
OCH, = 10,25 9,76 


Tetramethylverbindung des Hiimatoporphyrins. 
(Atherester, C,,H,,N,(OCH,),(COOCH,)y. 

Den Eintritt von 4 Methylen in Hiimatoporphyrin beim 
Erhitzen mit Methylalkohol und Chlorwasserstoff haben schon 
Nencki und Zaleski beobachtet. Die Bildung dieser Tetra- 
methylverbindung hat sodann in den Arbeiten von W. Kiister 
zum Beweise der Addition von Bromwasserstoff bei der Elimi- 
nierung des Kisens aus dem Hiimin gedient. Die Bromwasserstoff- 
Kisessigldsung ist abgedampft und der Riickstand bei 50° mit 
Methylalkohol behandelt worden. So erhielt Kuster!) das Tetra- 
methylderivat zunachst unrein und amorph, vor kurzem?) auch 
reinin schon krystallisiertem Zustand. Dadurch ist die Veroffent- 
lichung dieses Teils unserer Versuche tiberholt worden. 

Als wir die bisher fehlenden halogenhaltigen Zwischen- 
produkte der Porphyrinbildung isolierten, haben wir aus ihnen 
durch Stehenlassen mit Methylalkohol den Ester der Athersiiure 
dargestellt. Die Konstitution der Tetramethylverbindung ergibt 
sich daraus, dah wir diese Verbindung in glatter Weise aus dem 
Hiimatoporphyrin durch Einwirkung von wasserfreier Salzsaure 
und darauffolgende Methanolyse erhalten haben. Auch gelingt 
es, auf folgende Weise vom Methylester wieder zu Haémato- 
porphyrin zu gelangen. Wir lésen das Methylderivat in Brom- 
wasserstoff-EKisessig (1,41) und verdiinnen nach einer Stunde 
mit Wasser; nach abermaligem Stehenlassen fiihren wir die 
hydrolysierte Substanz in viel Ather iiber und identifizieren sie 
durch ihre Salzsiiurezahl als Hamatoporphyrin. 

Der Atherester ist in den iiblichen Solventien, namentlich 
in den Alkoholen, Ather, Chloroform, Benzol sehr leicht léslich 
mit braunroter Farbe und krystallisiert erst bei grofer Kon- 


1) Chem. Ber., Bd. 45, S. 1935 (1912). 
*) W. Kiister u. P. Deihle, Diese Zeitschrift, Bd. 86, S. 51 (1913). 
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zentration, dann aber bis zum letzten Tropfen der Losung, in 
charakteristischen groben Pyramiden, deren Pulver leuchtend 
rot ist. Die Salzsiiurezahl der Verbindung ist 3, ihre saure 
Losung prachtig violettrot. 

Bei ziemlich raschem Erhitzen im Schmelzpunktrohr 
beobachteten wir das Entweichen von Methylalkohol, dann nach 
einigem Sintern bei 163° Schmelzen unter starkem Aufschiiumen; 
das ist indessen der Schmelzpunkt der Substanz nach vorange- 
gangener Zersetzung. W. Kiister gibt denSchmelzpunkt 128° an. 

I. Darstellung aus dem Bromid C,,H,,0,N,Br,. 
0,1882 g Substanz gaben 0,4778 g CO, und 0,1226 g H,O 


= 
0.2450 » > > 0.6226 » >» » OLd85 >» » 
0.1931 » >» 0.2548 » AgJ (nach Zeisel). 


II]. Aus demselben nach Einwirkung von fliissigem Chlorwasserstoff. 
0.2193 g Substanz gaben 0.5513 g CO, und 01369 g H,O 


02543 » > >» 0.3475 » AgJ (nach Zeisel). 
III]. Darstellung aus C,,H,,0,N,FeC], nach Einwirkung von fliissigem Brom- 
wasserstoff. 


0,2879 g Substanz gaben 0,7340 g CO, und 0,1863 g H,0O. 
IV. Darstellung aus der Bromwasserstoff-Eisessiglésung des Himins nach 
Erhitzen auf 100°, Fallen mit Ather und Methanolyse. 


0.1968 g Substanz gaben 0,4984 g CO, und 0,1247 g H,O 
0.1379 » > > 01909 » AgJ (nach Zeisel). 


V. Ebenso aus Chlorwasserstoff-Eisessiglésung. 
0,2723 g Substanz gaben 0,3564 g AgJ (nach Zeisel). 

VI. Darstellung aus Himatoporphyrin durch Einwirkung von fliissigem 

Chlorwasserstoff und Methanolyse. 

0.1378 g Substanz gaben 0,3525 g CO, und 0.0892 ¢ H,O 
01640 » > » 0,2238 » AgJ (nach Zeisel). 

VII. Ebenso aus Monoacetylhimatoporphyrin. 
0.2790 g Substanz gaben 0,7018 g CO, und 01751 g H,O 

















0,2272 » > >» 0,3047 » AgJ (nach Zeisel). 
(Berechnet fiir C,,.H,,O,N,): Berechnet fiir C,,H,,O0,N,: 
C = 69,68 69,12 
H an 708 7,22 
OCH, = 18,96 19,32 
a I uo of} ow. of ved ove VIL 
funden 
69,24 69,31, — 168,56, — ]69,53/69,077 — | — [69.79 — 168,59 
~| 7,29) 7,24 —- | 6,99 — | 7,241 7,09) — - | 7,23) — | 7,02 
OCH, .J| — | — 17,43 - 18,05] — | — 18,27]17,29] — |18,02 17,72 
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Das Tetramethylderivat eignet sich zur Bestimmung des 
Molekulargewichts dank seiner groben Ldoslichkeit. 

Uber die Molekulargréfe des Hiimatoporphyrins sind schon 
drei Untersuchungen verdffentlicht worden, abgesehen von 
Zaleskis!) Bestimmung fiir Mesoporphyrin, welche keinen 
Zweifel an der Formel mit 32—34 Kohlenstoffatomen gelassen 
haben. Zuerst haben M. Nencki und A. Kotschy?) Himato- 
porphyrin trotz seiner geringen Léslichkeit nach der kryosko- 
pischen Methode in Eisessig und Phenol untersucht und Werte 
beobachtet, welche die Formel C,,H,,0,N, zu beweisen schienen. 

Entgegengesetzt sind die Resultate, zu welchen vor einem 
Jabr ©. Piloty und W. Schlenk’) bei Bestimmung nach der 
Siedemethode in Pyridinlésung gelangten; mit einem Apparat 
von grober Empfindlichkeit fanden sie fiir Hiématoporphyrin‘*) 
die Werte 1143, 1113 und 1194 und schlossen daraus, «dab 
fiir das Hiimatoporphyrin das doppelte des bisher angenommenen 
Molekulargewichts angenommen werden mu», also die Formel 
C,.H,,.N,0,... Diese Folgerung ist von O. Piloty und H. Fink®) 
auf Hiimin und sogar auf Hiimoglobin tibertragen worden. Diese 
Forscher isolierten bei der Darstellung des Mesoporphyrins ein 
amorphes Nebenprodukt, das Phonoporphyrin, und erblickten 
darin eine Bestiitigung der Molekulargewichtsbestimmung von 
Hiimatoporphyrin. Piloty und Fink fiihren namlich aus, dab 
das Mesoporphyrin nur aus einer Hiilfte des Molektils gebildet 
werde, und sie ziehen den Schluf: 

«Demnach ist mit Bestimmtheit erwiesen, dal} das Hiimin 
durch die gelinde Behandlung mit Jodwasserstoff in zwei Kom- 


1) Diese Zeitschrift, Bd. 37, S. 73 (1902). 

*) Monatsh. f. Chemie, Bd. 10, S. 568 (1889) und Nenckis Werke, 
Ba. 2 3. 127. 

') Mitgeteilt von O. Piloty und E. Dormann, Ann. d. Chem., 
Bd. 388, S. 319 und 3827 (1912). 

*) Uber Darstellung und Trocknung des angewandten Priaparates 
sind keine Angaben gemacht worden; entweder war das angewandte 


Priparat nicht gut, niimlich vielleicht beim Trocknen polymerisiert, oder 
Hiimatoporphyrin vertragt das Sieden in Pyridin ebensowenig wie das 
Trocknen bei 100°. 

6) Chem. Ber., Bd. 45, S. 2495 (1912) und Bd. 46, 5. 2020 (1913). 
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ponenten zerfiillt, welche beide mindestens je 34 Kohlenstoff- 
atome enthalten. » 

Eine dritte Angabe haben im vorigen Monat H. Fischer 
und A. Hahn!) tber die Bestimmung des Molekulargewichts 
von Hiimatoporphyrin veroffentlicht. Sie wiederholten mit einem 
bel gewOhnlicher Temperatur getrockneten Priiparat die Bestim- 
mung nach der Siedemethode in Pyridin und fanden nur so geringe 
SiedepunktserhOhung (entsprechend dem Molekulargewicht 4295 
und 3397), dali eine kolloidale LOsung anzunehmen war. Hin- 
gegen gab Hiimin in Pyridin nach der ebullioskopischen Methode 
gute Werte, die der einfachen Formel (mit C,,) entsprachen. 

Bei diesem Stande der Anschauungen geniigt es nicht, das 
Molekulargewicht des Hamins zu bestimmen. Es ist notwendig, 
die Frage fiir das Haimatoporphyrin zu losen. Denn nach Piloty 
und Dormann soll das Porphyrin, wenn Hiimin auch der ein- 
fachen Formel entspricht, daraus durch Kondensation zweier 
Molektle entstehen. 

Mit der krystallisierten Tetramethylverbindung des Hiimato- 
porphyrins haben wir wegen der leicht eintretenden Abspaltung 
von Methylalkohol nicht die ebulioskopische Methode ange- 
wandt, sondern wie bei vielen Chlorophyliderivaten die kryo- 
skopische mit Veratrol als Lésungsmittel. Aus den Beob- 
achtungen ergibt sich fiir das Methylderivat und fiir Hiimato- 
porphyrin selbst die einfache Molekulargrofe entsprechend der 
Formel mit 33 Kohlenstoffatomen. 

Die angewandte Substanz war bei gewohnlicher Tempe- 
ratur im Vakuum getrocknet. 

Bestimmung in Veratrol, Konstante 63,8. 
Gefrierpunktserniedrigung 


I. 0.2513 ¢ Substanz gaben in 10,55 Veratrol 0,246 

H. O1984 > | > » 1033 > 0),207 

Il. 0.4206 » > >» 10,33 > 0.433 

liv. 0.6630 » > >» 10,33 s 0.694 

{ V. 0,1768 » > >» » 9,60 » 0,188 

LVI. 0.3737 > > >» » 9.60 , 0,398 
Berechnet fiir C,,H,,0,N,: Gefunden: I. mH 6. ~ F¥. VI 
Molekulargewicht: 642 618 592 GOO 590 625 G24 


') Chem. Ber., Bd. 46, S. 2308 (1913). 
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Dimethylither des Himatoporphyrins. 
C4,H,,N,(OCH,),(CO,H),. 

Die Dimethoxysiiure gewannen wir genau tibereinstimmend 
in ihrer Salzséiurezahl und der Krystallisationsweise : 

1. Durch Einwirkung von methylalkoholischer Kalilauge 
auf das Hydrobromid C,,H,,0,N,Br, (Analyse 1). 

2. Bei gleicher Behandlung des Hydrochlorids 
C,,H,,0,N,FeCl, (Analyse V). 

3. Aus der Tetramethylverbindung des Hamatoporphyrins 
durch Auflésen in wasserhaltiger methylalkoholischer Kalilauge 
(Analyse II). 

4, Aus der Tetramethylverbindung C,,H.,O,N, bei gleicher 
Behandlung (Analyse III und IV). 


I. 0.2415 g Substanz gaben 0,6049 g CO, und 0,1532 g H,O 


Hl. O.1555 » > > 0.1145 » AgJ (nach Zeisel) 

Hl. O,1566 >» » >» 0,0960 » » > > 

IV. 01505 3 > »  0,3767 » CO, und 0,0907 g H,O 

V. 0.1640. » > » O0,0999 » AgJ (nach Zeisel). 
Jerechnet fiir C,.H,,0O,N,: Gefunden: I. II, IIT. IV. V. 

C == 68,36 68,51 — — 6826 — 

I = 6,89 709 =— — 6.74 — 

OCH, = 10,10 -- 9,72 8,10 — 804 


Von der Theorie fiir die Formel C,,H,,0,(OCH,), namlich 
(,: 69,12, H: 6,77 entfernen sich die gefundenen Werte erheblich. 

Die Siiure zeichnet sich durch ihre Krystailisationskraft 
aus, wir sahen sie nie anders als schon aus ziemlich ver- 
diinnter dtherischer Lésung in schénen, gliinzenden, in der 
Durchsicht braunroten prismatischen Tifelchen krystallisierend, 
die schief abgeschnitten waren und Ofters schwalbenschwanz- 
formige Zwillinge bildeten. Die Substanz sintert ein wenig beim 
Erhitzen und sehmilzt nicht bis tiber 270°. Es ist daher 
schwer, die Verbindung fiir identisch zu halten mit der ganz 
kiirzlich von Kiister und Deihle als Dimethylather des Hamato- 
porphyrins beschriebenen Substanz (gefunden C : 69,6, H: 6,4), 
die nur amorph beobachtet wurde und bei 105° schmolz. 

Dem Dimethyliither kommt die Salzsiiurezahl 1 zu; aus 
einer jitherischen LOsung geht er spurenweise in Salzsiure von 
0.25 °/o, fast vollstindig auf einmal in 2°/oige Sdéure. Die sauere 
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Lésung ist schon violett und fluoresciert rot: unter den He- 
dingungen wie Hamatoporphyrin als Chlorhydrat ausfiillt, z. B. 
durch Auflésen in 30/,iger Salzsaure, bleibt die Methylverbindung 
gelist. Gegen konzentrierte Schwefelsaéure, worin sie sich griin- 
lich rot lést, verhalt sich die Substanz wie Hiimatoporphyrin. 
In Eisessig ist sie schon kalt mit wenig blaustichig roter Farbe 
leicht léslich, viel leichter als Hiimatoporphyrin, auch in Aceton 
sehr leicht und in Alkohol leicht mit braunroter Farbe und 
braunroter Fluorescenz. Dureh Einwirkung von Bromwasser- 
stoff-Eisessig abt sich aus der Methylverbindung Himatopor- 
phyrin zurickbilden. 


Monoacetylverbindung des Hamatoporphyrins. 
C, ,H,,N,OH - GCOCH, - (CO,H),. 

Aus verschiedenen Halogenwasserstoff-Additionsprodukten, 
den Zwischenprodukten der Porphyrinbildung, geht bei der 
Einwirkung von Natriumacetat in Eisessig eine Monoacety!l- 
verbindung hervor. Man solite dabei ein Diacetylderivat er- 
warten, es ist auch wahrscheinlich zuniichst gebildet, aber 
sehr leicht, naémlich schon von wisseriger Essigsiiure, gespalten 
worden. Nach der Salzsiiurezahl und dem Verhalten zu _ ur- 
teilen, entsteht aus Hiimatoporphyrin dieselbe Acetylverbindung. 
lhre Einheitlichkeit ist aber zweifelhaft, da sie nicht in kry- 
stallisiertem Zustand erhalten worden ist. 

Das aus der Bromwasserstoff-Eisessigldsung des Hiimins 
gefiillte Tetrabromid (4 g) lésten wir in 500 cem heilfem Eis- 
essig und fiigten bis zum _ vollstaéndigen Verschwinden der 
griinlichen Nuance krystallisiertes Natriumacetat hinzu, etwa 
) g. Die noch warme Losung wurde mit Wasser gefallt und der 
flockige Niederschlag bei gewOhnlicher Temperatur getrocknet. 

Um Himatoporphyrin zu acetylieren, braucht man nur 
mit Eisessig auizukochen und mit Wasser zu _ fiillen; man 
darf nicht liinger erhitzen, sonst verdirbt die Substanz und 
gibt ein in Ather unlisliches Produkt. 

Das blauviolette Pulver ist in Alkoho] und Aceton mit 
braunroter, in Eisessig mit schén violetter Farbe leicht l6s- 
lich, in Ather schwerer, doch betriichtlich léslich. Die Salz- 
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siiurezahl ist 142, die sauere LOsung hat weniger blauen Ton 
als die des Hamatoporphyrins. Bei liingerem Aufbewahren 
verdirbt die Substanz. 
I. Praiparat aus C,,H.,0,N,Br,: 
0,1972 g Substanz gaben 0,4803 g CO, und 0,1137 g H,0. 
II.!) Praparat aus C,,H,,O,N,FeC]l, : 
0,2538 g Substanz gaben 0,6229 g CO, und 0,1468 g H,0. 


Berechnet fiir Gefunden: 
C,,H,,0,N, -OCOCH,: [. II. 
C = 66.84 66,43 66,93 
H 6,42 6.45 6,47 


Beim Erwiirmen an der Quecksilberpumpe im Acetonbad 
verliert die Acetylverbindung langsam, im Toluolbad rasch an 
Gewicht, niimlich 12—14°/o; fiir 1 Mol. Essigsiiure und 1 Mol. 
H,O ist 12,4°/o berechnet. Die fliichtigen Anteile kondensierten 
wir in einer mit fliissiger Luft gekiihiten Vorlage. 

2.3976 g Substanz verloren 0,2563 g, davon kondensiert 
0.2309 g. Diese erforderten zur Neutralisation 32,3 ccm "/10- 
NaOH entsprechend 0,2083 g Essigsiiure. Fiir 1 Mol. CH,COOH 
sind berechnet 0,2240 g. 

Die Zusammensetzung der erhitzten Priiparate stimmt 
anniihernd fiir die Formel mit vier Sauerstoffatomen, éihnlich 
wie lang erhitztes Hiimatoporphyrin. 


OA791L g Substanz gaben 0.4675 g CO, und 0,1024 g H,O 


01666 > . » 04380 >» >» 0,0965 » >» 
Berechnet fiir C,,H,,0,N,: Gefunden: 
C = 71,96 71,19 71,70 
H = 6,3 6,40 6,48 


Die Acetylverbindung liefert mit fliissigem Chlorwasser- 
stoff im geschlossenen Rohr das Dichlorid des Himatopor- 
phyrins und sie wird von Bromwasserstoff-Eisessig, auch schon 
von 4°/oiger Salzsiiure bei zweistiindigem Stehen in der Kite, 
ferner yon Natronlauge verseift, dabei entsteht wieder Himato- 


porphyrin mit der Salzsaurezahl 0,1. 


'‘) Die beiden Priiparate sind einander sehr ahnlich, aber ihre 


Identitit ist nicht ganz sicher. 
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Hiiminoporphyrin. 


Bei der Einwirkung von fliissigem Chlorwasserstoff auf 
Hiimin unter Hydrolyse des Zwischenproduktes von der Forme! 
C.3H,,0,N,Cl, durch Siure entsteht nicht das bekannte Hi- 
matoporphyrin, sondern eine neue Verbindung, die als Hiimino- 
porphyrin bezeichnet werden soll. Sie ist sehr iihnlich, na- 
mentlich in der Krystallform, der Loslichkeit und in den 
basischen Eigenschaften (Salzsiiurezahl) mit Hiimatoporphyrin 
iibereinstimmend. Die Zusammensetzung ist aber etwas ver- 
schieden; Himinoporphyrin scheint durch Austritt von einem 
Mol Wasser aus zwei Molen Hiimatoporphyrin gebildet zu 
werden, also der Formel (C,,H,,0.1,.N,), zu entsprechen.  Viel- 
leicht ist unter dem Einflufb des Eisenhalogenides die Porphyrin- 
bildung aus dem Hydrochlorid etwas anders verlaufen als beim 
Hydrobromid. Im Verhalten gegen Ammoniak gleicht Himino- 
dem Himatoporphyrin: an dem Verlust von Wasser sind also 
nicht die Carboxyle beteiligt, sondern die alkoholischen Hy- 
droxvlgruppen. Es wire wiinschenswert, die angenommene 
Kormel durch eine Molekulargewichtsbestimmung zu_ prtfen, 
aber es ist uns noch keine dafitir geeignete Form des Hiimino- 
porphyrins bekannt. Bei der Esterifizierung ist namlich eine 
Methvilverbindung des Hiimatoporphyrins aus ihm entstanden. 

Es gibt folgende charakteristische Unterschiede zwischen 
Himino- und Hiimatoporphyrin: 

Beim Erhitzen im Hochvakuum bei 105° spaltet Hamato- 
porphyrin Wasser ab und geht in sauerstolfirmere Produkte 
ber. Dabei wird es unldslich und sehwachbasisch. Unter 
denselben Bedingungen verliert Himinoporphyrin kein Wasser 
und bleibt nach Zusammensetzung, Loslichkeit und Salzsiure- 
zahl unveriindert. 

Wihrend Hiimatoporphyrin ein Dichlorhydrat bildet, ent- 
steht unter den gieichen Umstiinden ein Trichlorhydrat des 
Héminoporphyrins. 

Das Héminoporphyrin kann durch Hydrolyse mit ener- 
gischen Mitteln in Hiimatoporphyrin tibergefiihrt werden. 

Das Chlorwasserstoffadditionsprodukt des Hémins (3 g) 
losten wir unter gelindem Erwiirmen in 20°/oiger Salzsiiure 








478 Richard Willstatter und Max Fischer, 


auf und filtrierten von etwas flockiger Ausscheidung. Die Hy- 
drolyse erfolgte sofort. Unter genauem Neutralisieren extra- 
hierten wir mit viel Ather das gebildete Porphyrin, das schon 
aus verdiinnter Losung als schweres dunkelviolettes Krystall- 
mehl (1 g) ausfiel, aus metallgliinzenden, rechteckigen, an den 
Eeken gerundeten Bliittechen bestehend. 

Hinsichtlich der Loslichkeit gilt fiir das neue Porphyrin 
die Beschreibung des Hiimatoporphyrins, die Salzsdéurezahl ist 
119 bis '5, die Verbindung scheint ein wenig schwacher 
basisch zu sein als Hiimatoporphyrin. 

Die Analyse I ist mit einem exsikkatortrocknen Priparat, 
II mit demselben nach viersttindigem Erhitzen im Hochvakuum 
auf 105° (Gewichtsverlust 1,8°/o) ausgefiihrt; in drei weiteren 
Stunden trat keine Gewichtsabnahme mehr ein. Die erhitzte 
Substanz wies keinen Unterschied auf gegeniiber der frisch 
dargestellten. 


|. 0.1927 g Substanz gaben 0,4874 g CO, und 0,1149 g H,O 


cod 


II. O,2140 >» ° >» O,a389 >» » >» O1250 > « 
Berechnet fiir Gefunden : 
C,,H,-N,O,1;,: I. II. 

CG = 68,59 68,98 68.68 
H = 6,46 6,67 6,54 


Trichlorhydrat. 3°/oige Salzsiure lost Hiimatopor- 
phyrin klar auf und scheidet das schwer losliche, aber nicht 
unlésliche Salz als hellroten Breit von Krystallnadeln aus. 


02204 ¢ Substanz (exsikkatortrocken) gaben 0,4628 g CO, und 0,1176 g H,O 


Berechnet fiir C,,H,,N,O,1),C], : Gefunden: 
C = 57,66 57,27 
H = 5,87 5,97 


Umwandlung in Himatoporphyrin. Das Himino- 
porphyrin (0,3 g) lésten wir in viel bei 0° gesattigter Brom- 
wasserstoffsiure auf und trugen die Fliissigkeit in Wasser ein. 
Nach drei Stunden wurde das Porphyrin in Ather iibergefiihrt 
und aus miibig eingeengter Losung krystallisiert erhalten (0,2 g). 
Es war Himatoporphyrin (Analyse VII desselben). 

Eine zweite Uberfiihrung wird vom Methylester ver- 
mittelt, den wir bei eintaégigem Stehen des Haminoporphyrins 
mit 8° oiger methylalkoholischer Chlorwasserstoffsiure erhielten. 
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Er bildet ein in Ather leicht lésliches ziegelrotes Pulver (OCH, 
gefunden 10,5°/o) von der Salzsiurezahl ' 2, ist also wahr- 
scheinlich mit dem in der Kalte dargestellten Dimethylester 
des Himatoporphyrins identisch. Wir verseiften ihn mit methyl- 
alkoholischer Kalilauge und brachten das freie Porphyrin in 
Ather, woraus es schon bei groBer Verdiinnung krystallisierte. 
Die Analyse VIII des Hiimatoporphyrins ist mit diesem Prii- 
parat ausgefthrt. 


Himidoporphyrin. 


Ein anderes Porphyrin, tber welches wir nur einige vor- 
liiufige Angaben machen konnen, entsteht aus dem Hydro- 
chlorid des Hiimins beim Behandeln einer warmen Lésung in 
Aceton (anstatt in Eisessig wie bei der Bildung der Mono- 
acetylverbindung des Hamatoporphyrins) mit Kisessig-Natrium- 
acetat. Das Produkt dieser Reaktion hatte vor dem Trocknen 
die Zusammensetzung des Hamatoporphyrins. Es ist eine 
priichtig krystallisierende Verbindung, durch die Salzséurezahl 1 
gekennzeichnet und von Hiimato- sowie Haminoporphyrin scharf 
unterschieden. Wir schlagen fiir diese Substanz den Namen 
Himidoporphyrin vor. Man sollte die Bildung einer Acetyl- 
verbindung erwarten, aber das Hiimidoporphyrin enthielt keine 
Essigsiiure. Im Hochvakuum auf 105° erhitzt und mit einer 
durch fliissige Luft gekiihlten Vorlage verbunden, verhielten 
sich verschiedene Priiparate der Substanz zwar autfallend 
ungleich, aber alle spalteten nur Wasser ab, ein bis zwet 
Molekiile und von Essigsaéure héchstens Spuren. Das Hiimido- 
porphyrin verhielt sich also wie eine Oxysiiure. Gegen Saure 
und Alkalilauge ist es bestindig, sodab noch keine Umwand- 
lung in Hamatoporphyrin beobachtet wurde. 

Das eisenhaltige Hydrochlorid lésten wir in Aceton (2 g 
in 100 cem) und lieden, wahrend die Fliissigkeit am Riickflub- 
kuhler kochte, eine LOsung von krystallisiertem Natriumacetat 
in Eisessig zutropfen. Die blaurote Farbe schlug in rot, dann 
in braun um und es trat gewOhnlich eine Triibung ein; an 
diesem Punkte unterbrachen wir den Zusatz der EisessiglOsung 
und filtrierten von etwas Nebenprodukt ab. Das Filtrat ver- 
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diinnten wir mit viel Ather, beseitigten alle Essigsiiure mit 
festem Natriumbicarbonat und wenig Wasser und engten die 
mit viel Wasser gewaschene iitherische LOsung stark ein. 
Hann krystallisierte das Hiimidoporphyrin in prachtvollen grofen 
Prismen aus, die gerade abgeschnitten waren und braunvioletten 
Glanz zeigten (Ausbeute 1g). Das Porphyrin ist in Salzsiiure 
mit schOn blauvioletter Farbe, in Ammoniak mit leuchtend 
roter Farbe loslich. 
I. 0.1660 g Substanz gaben 0.4123 g CO, und 0,0960 g H,O 


II. O.2241 » > 0.9933 >» » » 0.1345 >» » 
Berechnet fir Gefunden: 
catladetts: I. I. 
C = 67.54 67, 67.33 


a 
~e 


oe 4 

i 
H = 6,53 A7 6,67 
Analyse der heifs getrockneten Substanz. 


I. 0,2926 g Substanz gaben 0,7512 g CO, und 0,1709 g H,O 


HI. O,1332 » >» OB43B4 >» » » 0.0809 
III. 0.2147 » > > 0.5538 » » > O1302 >» » 
Berechnet fiir Gefunden: 
CoatteD .: l. If. IIT. 
(. = 69,68 70,02 70,31 70,30 
ll = 6.39 6,593 6,79 6,79 


IV. Die Porphyrine mit 4 Sauerstoffatomen. ') 
(Gruppe des Mesoporphyrins. ) 


Ks ist noch nicht gelungen und bietet ein wichtiges Ziel 
fiir kiinftige Versuche, dem Hiimin das Eisen zu entziehen ohne 
irgend eine weitere Anderung, also die Reaktion auszufiihren, 
die so leicht vom Chlorophyll zum Phaeophytin fiihrt, mit 
keinem anderen Eingriff als dem Ersatz des Magnesiums durch 
Wasserstoff. 

Nach der bis jetzt angenommenen Zusammensetzung des 
Iliimins wiire die Formel seines eisenfreien Derivates: 

C,,H,,0,N, 
und nach der von uns vorgeschlagenen Abiinderung: 
C,,H,,O,N, = C,,H,,N,(COOH).. 


‘) Bei den in diesem Kapitel beschriebenen Versuchen erfreute ich 
mich (im Wintersemester 1911/12 und Sommersemester 1912) der eifrigen 
Hilfe meines Privatassistenten, des Herrn L. Forsén, dem ich dafir 
meinen besten Dank ausspreche. Willstitter. 
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Untersuchungen tiber den Blutfarbstoff. 1. Ped 


Bisher war ein einziges Porphyrin aus Hiimin dargesteilt, 
welches wie Hiimin eine Dicarbonsaéure ist und keinen anderen 
Sauerstolf enthiilt als den der Carboxyle, niimlich das Meso- 
porphyrin. Es ist von M. Nencki und J. Zaleski!) durch 
Heduktion des Hiimins und des Hiimatoporphyrins mit Eisessig- 
Jodwasserstofisiiure und Jodphosphonium erhalten und von 
Zaleski?) griindlich untersucht worden. Als wahrscheinlichste 
Formel galt daftir C,,H,,.0,N,, nach der es ein Tetrahydro- 
derivat sein sollte und bei der Abspaltung seiner Carboxyle 
nicht zur eigentlichen Stammsubstanz des Hiimins fiihren konnte. 

Um andere, dem Hiimin in ihrer Zusammensetzung niiher 
stehende Porphyrine zu erlangen, haben wir versucht, die 
Methode des Abbaus von Chlorophyll durch Erhitzen mit methyl- 
alkoholischer Kalilauge auf Hiimin und Hiimatoporphyrin zu tiber- 
tragen. Es gelang uns anfangs nicht, so lange dasselbe auch 
mit der Chlorophyllkomponente b noch nicht gelungen war. Die 
Spaltungsprodukte des letzteren, namentlich Phytorhodin g, sind 
gegen Alkalien emplindlich und werden beim Erhitzen in alkalischen 
Medien in hochmolekulare amorphe Stoffe verwandelt. Durch 
einen Zusatz von Pyridin zur konzentrierten Kalilauge haben 
wir aber vor kurzem die glatte Umwandlung des Phytorhodins g 
bis zum einbasischen Porphyrin erzielt.*) Das gleiche Ver- 


fahren Krhitzen mit methylalkoholischer Kalilauge und mit 
Pyridin im Autoklaven — ist fiir den Blutfarbstoff anwendbar. 


Hiimatoporphyrin liefert unter diesen Bedingungen ein 
einheitliches, gut krystallisierendes Porphyrin mit vier Sauer- 
stoffatomen, das Hamoporphyrin, welches dem Mesoporphyrin 
sehr nahe steht, aber stiirker basische Eigenschaften hat: in 
dieser Beziehung stellt es sich zwischen Hiimato- und Meso- 
porphyrin. Wie die entsprechende Behandlung des Phyto- 
rhodins g mit Wahrscheinlichkeit als eine Reduktion gilt, so 
fassen wir gemiifi der Analyse, die fiir Hiimoporphyrin die 
Formel C,,H,,0,N, ergibt, seine Bildung als eine Reduktion 
des Himatoporphyrins auf, néimlich als Abspaltung von zwei 

') Chem. Ber., Bd. 34, S. 997 (1901). 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 37, S. 54 (1902). 

*) XXIL. Abhandlung iiber Chlorophyll, Ann. d. Chem., im Druck. 
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Hydroxylgruppen, mit andern Worten als Austritt von Wasser 
und Reduktion mit einem Molekiil Wasserstoff: 
C,3H,,9,N, -- H, = C,,H,,0,N, -- 2H,0. 

Dennoch ist Hamoporphyrin nicht etwa einfach eine Dihy- 
droverbindung des enteisenten Hiimins, vielmehr sind bei der 
sildung des Hiimatoporphyrins durch Addition von Bromwasser- 
stoff oder von Wasser reaktionsfiihige Stellen angegriffen und 
bei der Uberfiihrung in Himoporphyrin keineswegs zurtick- 
gebildet worden. Hémin addiert leicht, Hamoporphyrin addiert 
nicht, ebensowenig wie Mesoporphyrin. 

Durch das Ergebnis der Analyse wird das Himoporphyrin 
den aus Chlorophyll erhaltenen zweicarboxyligen Porphyrinen: 
Glauko-, Rhodo-, Cyano-, Erythro-, Rubiporphyrin 
sehr nahe geriickt; es ist mit diesen (wenigstens mit den drei roten 
Porphyrinen) isomer. Es verhalt sich bei weiterem Abbau zwar 
nicht ganz gleich diesen, es verliert namlich nicht so leicht ein 
Carboxyl wie alle die Isomeren, aber beim Erhitzen mit Natronkalk 
liefert es, wieim folgenden Kapitel beschrieben wird, durch Abspal- 
tung seiner beiden Carboxylgruppen das niimliche Atioporphyrin: 
OF: 

Aus diesem Ergebnis schlieBen wir zurtick auf die Zusam- 
mensetzung des Hiimoporphyrins, dessen Formel C,,H,,N,(GOOH), 
Bestiitigung findet, und auf die Formel des Himins mit 33 
Kohlenstoffatomen. 

Wir untersuchen nun die Wirkung der methylalkoholischen 
Kalilauge bei Gegenwart von Pyridin auf Hiimin selbst und 
isolieren daraus in Form des Kaliumsalzes, des Chlorids und 
des Esters eine Eisenverbindung; das Eisen ist unter diesen 
Bedingungen bei 200° dem Molekiil noeh erhalten geblieben, es 
liibt sich auch in die Porphyrine durch Erhitzen mit methyl- 
alkoholischem Kali und Eisenoxyd wieder einfthren ahnlich 
wie Magnesium. !) 

Beim Eliminieren des Metalls gibt das Reaktionsprodukt 
nichts anderes als Mesoporphyrin. Diese Eisenverbindung ist 


R. Willstaitter und L. Forsén, Ann. d. Chem., Bd. 396, 


S. 180 (1913). 


























Untersuchungen tiber den Blutfarbstotf. | 


also dieselbe, die Zaleski!) dureh Einfiihrung des Metalls 
(eigentiimlicherweise nicht mit einer Ferriverbindung, sondern 
unter Anwendung von fF erroacctat) in Mesoporphyrin erhalten 
und als Tetrahydrohimin: 
C,,H,.N,0O,FeCl 

betrachtet hat. Wir schlagen vor, daf Chlorid Mesohiimin, das 
Derivat mit der Gruppe FeOH Mesohiimatin zu nennen. 

Unsere die Formeln mit C,, 
Formeln mit C,,, gelten auch fiir Mesoporphyrin. 


haben schon vor sechs Jahren Willstitter und Pfannenstiel 


Grunde. abzuiindern in 


Kir dieses 
eine Formel mit C,, zur Erérterung gestellt: vor kurzem_ hat 
auch H. Fischer in 
tionsprodukt des Mesoporphyrins, 


einer schOnen Arbeit tiber das Keduk- 
das Porphyrinogen, die Forme! 
mit C,, in Erwigung gezogen, allein die Analysen des Por- 
phyrinogens haben die Frage nicht gekliirt und sie haben am 
Ende zur Formel mit C,, zuriickgeleitet. 

Kine zweite Frage betrifft die Zahl der Wasserstoffatome 
im Mesoporphyrin. Weder die griindliche analytische Unter- 
suchung von Zaleski noch die Bestimmungen von H. Fischer, 
von Q. Piloty und von uns entscheiden dariiber, ob wir bei 
dem Ubergang von C,, auf C,, die Dihydroformel 
C,,H,,0,N, 


oder die Tetrahydroformel 


zu wihlen haben. 





Berechnet fiir C,,H,,0,N,: CHOON, CL HaOn, 
C = 72,04 71,70 71,44 
H 6,76 6.57 6.91 
Gefunden von Zaleski: W. u. F:: we OF: 
(Mittel von (Darst. aus Haimin (Darstellung nach 
4 Analysen mit Alkali, Mittel, Zaleski, Mittel von 
von 2 Analysein) 2 Analysen) 
( 71,80 71,93 71,91 
H 6.84 6,83 7,14 
Berechnet fiir C,,H,,O,N,-2HCl C,,H,,0O,N,-2HCl (C,,H,,0O,N, - 2 HCl 
} 63,82 63,36 b313 
H 6.31 6,13 6,43 
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Gefunden von Zaleski: H. Fischer:') O. Piloty:*) W. Kiister:’*) 


Mittel von (Mittel von (Mittel von 
16 Analysen) & Analysen) 2 Analysen 
$ 63,50 §2,50 64.25 63.6 
H - 649 6.49 6.88 6.26 


Indessen spricht die neue Bildungsweise, die mit der 
Entstehung des Himoporphyrins parallel geht, dafiir, dafi Meso- 
porphyrin und Himoporphyrin Isomere sind. Es ist wahrschein- 
licher, dali die Umformung der reaktionsfaihigen Bindungen 
des Hiimins beim Alkaliabbau und im anderen Falle durch 
aufeinanderfolgende Einwirkung von Siiure und Alkali in etwas 
verschiedener Weise verliiuft und zu einem Unterschied in der 
Struktur fiihrt, als dali aus Haémin ein Hydroderivat desjenigen 
Porphyrins entstehen sollte, welches unter gleichen Umstiinden 
aus Hiimatoporphyrin hervorgeht. Vielleicht wird die Abspal- 
tung der Carboxyle von Mesoporphyrin, die wir zurzeit unter- 
suchen, iiber seine Beziehung zu Hamoporphyrin AufschluB geben. 


Himoporphyrin, C,,H;,0,N,. 


Als Ausgangsmaterial diente amorphes Himatoporphyrin, 
das eisentret und nach der Salzsiiurezahl 0,1 einheitlich war. 
Wir erhitzten es in Mengen von 2 g mit 50 cem konzentrierter 
methylalkoholischer Kalilauge und 100 ecem Pyridin im Silber- 
tiegel und Autoklaven withrend 4—5 Stunden auf 200°. Nach 
dem Erkalten gab eine Probe, in Ather tibergefiihrt, an 0,1°/oige 
Salzsiiure kein Porphyrin mehr ab. Am boden des Silber- 
bechers war fast die ganze Menge des Reaktionsproduktes als 
krystallinische Kaliumverbindung ausgeschieden. Sie wurde 
nach Dekantieren des Pyridins in Wasser aufgelést und 
daraus durch Ansiiuern das freie Himoporphyrin gefiillt. Die 
Ausbeute an Rohprodukt betrug 1,8 g. 

Zur Reinigung fanden wir die Fraktionierung mit ver- 
diinnter Salzsiure nach der Methode von Willstatter und 


') H. Fischer, FE, Bartholoméus und H. Rése, Diese Zeit- 


oo 


schrift, Bd. 84, S. 277, 278, 279 (1913). 
*) 0. Piloty und H. Fink, Chem. Ber., Bd. 45, S$. 2498 (1912). 
| Diese Zeitschrift, Bd. 82, S. 470 (1912). 























Unteruschungen tiber den Blutfarbstoff. I. tho 
Mieg geeignet. Wir bereiteten durch Aufnehmen mit Salz- 
siiure, Verdiinnen und Ausithern unter Abstumpfen mit Am- 
moniak eine iitherische LOsung, die zuniichst einige Male mit 
0.1°/oiger Salzsiure gewaschen wurde. Sodann extrahierten 
wir den Farbstoff mit 2- oder 3°/oiger Salzsiure und befreiten 
diese Ausziige durch wiederholtes Waschen mit Ather von ein 
wenig gelber Beimischung. Die Salzsiiurelésung fluorescierte 
und war schon rot; das Hamoporphyrin ging aus ihr bei an- 
niherndem Neutralisieren in reinem Zustand in Ather_ iiber. 
Es krystallisierte verschieden, je nachdem die itherische Losung 
feucht oder getrocknet war; beim Einengen der wasserhaltigen 
Losung schied es sich in feinen oft haarformigen rotbraunen 
Nadeln ab, aus trockenem Ather erhielten wir braune Aggre- 
gate von dicken Platten neben gut ausvebildeten rhomben- 
formigen Taéfelchen. Bei dieser Reinigung wurden aus 7,4 g 
Robprodukt 3,5 g krystallisiertes Porphyrin gewonnen (Prip. . 
der Analysen). 

Fiir weitere Analysen diente ein Priiparat nach schiirferer 
Fraktionierung mit Salzsiiure, die zur Priifung der Einheitlich- 
keit vorgenommen wurde. Von der krystallisierten Substanz 
sind 2 g wieder in Ather gebracht und mit 0,2-, 0,5-, 0,7- und 
1°/oiger Salzsiiure ausgeschittelt worden. Aus dem Anteil der 
0,)°/oigen Siure gewannen wir 0,5 g schéne_ nadelfOrmige 
Krystalle (Priip. B), aus der 0,7°/oigen Salzsiiure 0,7 g und 
von den Ausziigen mit viel 0,2°/oiger und mit 1°/oiger Siiure 
nur je 0,2 g. Bei der quantitativen Bestimmung der Verteilung 
zwischen Ather und Salzsiiure von 0,5°/o stimmten die so er- 
haltenen Fraktionen gut tiberein. 

Kin drittes Priiparat (C) ist aus einem Versuche hervor- 
gegangen, in welchem wir die Temperatur bei der Reaktion 
mit methylalkoholischer Kalilauge auf 280° gesteigert haben 

Die Substanz hinterlieii keine Asche. Beim Trocknen im 
Hochvakuum erfuhr sie nur eine gerinfiigige Gewichtsminderung 
und wurde nicht hygroskopisch. Nach den Analysen enthiilt 
Hamoporphyrin méglicherweise etwas weniger Wasserstoff als 
Mesoporphyrin (siehe Seite 435 und 483) entsprechend dem 
Unterschiede der Formeln C,,H,,0,N, und C,,H,.O,N,. 


re) ‘ 














ARG Richard Willstitter und Max Fischer. 


Praiparat A. 
I. 0.1567 g Substanz gaben 0.4107 g CO, und 0.0902 g H,O 
Il. O.1749 » . 0.4580 >» » >» 0.0994 > » 
HI. O.1399 » > » 10.359 com ®/10o-NH, (nach Kjeldahl). 
Praparat B. 
IV. 0.1782 g Substanz gaben 0.4680 g CO, und 0,1040 g H,O 


. 0,70 mg 498mg >» » 329mg » 
VI. 3,19 > » 0.294 ecm N bei 712 mm u. 19° (nach Pregl) 
VIL. 4.29 » . » ©0397 » » » 712 » » 19° » > 


Priparat C. 
VII. 0.0764 ¢ Substanz gaben 0,1997 g CO,, 0,0437 g H,O und 0,0005 g Asche. 


Berechnet Gefunden : 

fiir C,,H,,N,0, : I. IT. Ill. IV. V. VI. VI. ~~ VIII. 
C 71,70 71.48 7142 — 71,63 71,68 — — 71,76 
iH 6,57 644 636 — 653 646 — — 6,44 
N 10,14 — 1040 — — 10,09 1013 — 


In trockenem Ammoniakgas nehmen Hiimoporphyrin und 
Mesoporphyrin 2 Mole NH, auf und verlieren im Vakuum- 
exsikkator 1 Mol. 

Berechnet fiir 2 Mole NH, 6,17, fiir 1 Mol 3,08°/o. 
Hiimoporphyrin nahm auf 6,58 und behielt im Vakuum 3,25 °/o 
Mesoporphyrin » » 6,39, > » 3,39 » 

In diesem Verhalten stimmen beide Verbindungen mit 
Rhodoporphyrin tiberein, wihrend Erythro- und Rubiporphyrin im 
xsikkator das gesamte Ammoniak durch Dissoziation verlieren.') 

Von den mit ihm isomeren zweibasischen Porphyrinen, 
die beim Abbau der zwei Chlorophyllkomponenten erhalten 
worden sind, unterscheidet sich Hiimoporphyrin durch seine 
viel stiirker basischen Eigenschaften. Wiihrend die Salzsaure- 
zahlen jener Porphyrine zwischen 3 und 4!/2 liegen, finden wir 
fiir Hiimoporphyrin * 4, fiir Mesoporphyrin 1!/2. Die atherische 
Losung des neuen Porphyrins gibt an 0,1°/oige Salzsiure noch 
nichts ab, fiirbt aber 0,5°/oige schon violettstichig rot an; 
|’ oige nimmt mehr als zwei Drittel des Porphyrins auf. 

Das Chlorhydrat ist viel leichter l6slich als das von Meso- 
porphyrin, sowie von Rhodo-, Erythro- und Rubiporphyrin. 


1) R. Willstatter, M. Fischer und L. Forsén, XXII. Abhandiung 


uber Chlorophyll, Ann. d. Chem., im Druck. 






































Untersuchungen tiber den Blutfarbstoff. 1. ‘87 
Die Krystalle von Hémoporphyrin l6sen sich leicht in kon- 
zentrierter Salzsiiure mit rein roter Fluorescenz, auch noch 
leicht in 5°/oiger Salzsiiure, wiihrend sie 1° oige Salzsiiure 
nur ganz schwach firben. Aus der Losung in 5—20°/olger 
Salzsiiure krystallisiert das Chlorhydrat erst nach liingerem 
Stehen in schOnen Nadeln aus, wahrend Mesoporphyrin. sich 
in Salzsiiure von demselben Prozentgehalt zuerst lést, aber 
sofort als Chlorhydrat in groben Flocken wieder abscheidet. 

Die Verteilungszahlen von Hamo- und Mesoporphyrin, 
vergleichsweise fiir 0,50°/oige Salasiure bestimmt, sind 23,5 
und 12. 

Hiimoporphyrin ist in absolutem Alkohol beim Kochen 
betriichtlich l6slich mit wenig blaustichiger briiunlich roter 
Farbe, kalt recht schwer loslich; es krystallisiert daraus, aller- 
dings weniger vollstiindig wie Mesoporphyrin, beim Erkalten 
und man kann gut ausgebildete, langgestreckte rhombenfor- 
mige Krystalle erhalten, die in der Durchsicht rot sind. In 
Eisessig l6ést sich die Substanz wie Mesoporphyrin in der 
Wiirme leicht, auch in der Kiilte betriichtlich mit stark blau- 
stichig roter Farbe. Ather, Benzol und Chloroform werden 
von dem krystallisierten Priparat kaum angefirbt. 

Wiithrend die isomeren Dicarbonsiiuren aus Chlorophyll 
schon unterhalb 200° ein Carboxyl verlieren und in die zwei 
Monocarbonsaduren Phyllo- und = Pyrroporphyrin tibergehen, 
blieb Haémoporphyrin unversehrt, als wir es mit methylalkoho- 
lischer Kalilauge und Pyridin viele Stunden von 220—280° 
erhitzten. 

Durch Behandeln mit Bromwasserstolf-Eisessig l&abt sich 
Hiimoporphyrin nicht in Hiimatoporphvrin tiberfiihren; wir ge- 
winnen es unveriindert wieder. 

Dimethylester. Durch Methylalkohol bei Gegenwart 
von etwas Chlorwasserstoff wird Hiimoporphyrin in den Ester 
verwandelt, der in Ather viel leichter léslich ist als die Siiure 
und erst aus konzentrierter Loésung in schief abgeschnittenen 
Prismen mit hiiufigen Zwillingsbildungen krystallisiert. In Kis- 
essig und Chloroform ist die Substanz sehr leicht, in siedendem 


Aceton sehr leicht loslich; die Salzsiiurezahl ist 11/2 bis 2. 
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0.1657 g Substanz gaben 0,1430 g AgJ (nach Zeisel) 


O1927 é » 15,58 com "/10o-NH, (nach Kjeldahl). 
Berechnet Gefunden: 
fiir C,,H,,N,(Q@OOCH,), : I, II. 
N 9 66 9 87 — 
2 OCH, = 10,69 . 11.39 


Mesohiimin. 

Withrend Hiimin sich beim Erhitzen mit methylalkoho- 
lischer Kalilauge leicht in amorphe Produkte verwandelt, ge- 
lingt es bei Zusatz von Pyridin, also nach dem Verfahren der 
Himoporphyringewinnung, das Hiimin zur Ferriverbindung des 
Mesoporphyrins zu reduzieren.?) 

3 ¢ Himin wurden in 100 ecm Pyridin gel6st und in 
)0cem konzentrierte methylalkoholische Kalilauge eingetragen: 
nach liingerem, griindlichem Verriihren erhitzten wir im Auto- 
klaven mit Silbereinsatz 4—4!/2 Stunden auf 200°. Wenn 
man die Hiiminlosung mit der Alkalilauge soregfiiltig verrihrt 
hat, so entsteht kein braunes Zersetzungsprodukt. Nach dem 
Krkalten gibt eine Probe des Autoklaveninhalts beim Abspalten 
des Eisens mit Bromwasserstoff-Eisessig oder konzentrierter 
Schwefelsiiure ein Porphyrin, dessen iitherische L6sung mit 
Q.1°/oiger Salzsiiture nicht reagiert (Unterschied von Himato- 
porphyrin). Ob die Umwandlung vollstindig ist, erkennt man 
sehon an der Farbe einer Probe in konzentrierter Schwefel- 
siiure. Sie muf rein rot sein; enthilt aber das Produkt noch 
unyeriindertes Hiimin, so ist die Farbe grinstichig; eine un- 
schéne braune Farbe der schwefelsauren LOsung wiirde auf 
Zersetzungsprodukte hindeuten. 

Die alkalische Masse ist von glitzernden braunroten 
Krystallen erfiillt, die sich nach Zusatz von etwas Methylalkohol 
abliltrieren und mit Athylalkohol waschen lassen. Sie’ be- 
stehen in schénen, langen, gerade abgeschnittenen Prismen, 
deren Farbe in der Durchsicht rot ist. In Methylalkohol und 
in Wasser ist diese Kaliumverbindung leicht loslich, aber nicht 
in Athylalkohol und in Aceton, auch in methylalkoholischem 
Kali und in Pyridin ist sie unldslich. 


J, Forsén, Promotionsarbeil, Ziirich 1912. 
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Untersuchungen tiber den Blutfarbstoff. 1. tO 


Das Salz enthalt 35 Atome Kalium, wahrschetulich eines 
in Form der Gruppe >Fe—OK. Wir analysierten es durch 
Veraschen und Auslaugen der Asche mit Wasser. 


0.4116 g Substanz gaben O,1412 ¢ Asche, daraus 0.0450 g Fe O 


und O,1-406 K SO, 
Berechnet fiir C,.H,,N,O,Fek, : Gefunden: 
ix 7.08 7.60 
OK 15,91 15,83 


Zur Darstellung des Mesohiimins wurde oline Isolierung 
des Kaliumsalzes die alkalische Masse in Wasser gelést und 
durch Ansiiuern das Mesohiimin in schweren braunen Flocken 
gefiillt. Die Ausbeute an diesem Produkt betrug 2,8—2,9 g. 
Es lieb sich reinigen durch Aufl6sen in stedendemn Methylatkoho!l 
(1 Liter fiir die Charge), wobei ein geringer, in Schwefelsiiure 
mit brauner Farbe loslicher Riickstand hinterblieb. Das mit 
Wasser oder Kochsalzlésung wieder gefiillte Priiparat zeigt 
hingegen in konzentrierter Schwefelséiure eine schén rote 
Farbe. Nach wiederholtem Umfiillen aus Holzgeist lOsten wir 
2¢ der Eisenverbindung in siedendem Eisessig (50 ecm) und 
fugten 2 ccm konzentrierte Salzsiure hinzu. Die Substanz 
schied sich in dunklen K6Ornern aus, indessen unvollstiindig 
(nur 1g), obwohl sie, etnmal ausgeschieden, in kallem = [is- 


| 
iY 


essig sehr wenig |0slich ist. Das so gebildete Mesohiémin wird 


aus siedendem kochsalzhaltigem Eisessig umkrystdlisiert oder 
ie 


wie Hiamin durch Aufl6sen in Pyridin und Eintrageu in warmen 


kochsalzhaltigen Eisessig: es bildet hiiminihnliche giiinzende 


= a 
Prismen oder selir diinne in der Durehsicht gelbbraune Blittcher 
Das Mesohiimin ist sehr schwer léslich in den meisten 


Losungsmitteln, doch firbt es diese z. B. Chloroform un 


Alkohol mehr an als Hiimin. Besonders grof} ist der L6slich- 
keitsunterschied in Aceton, worin Hiimin unlos 
aber miibie l6slich ist. 

Fiir die Analyse wurde das Priiparat im Hochvakuum 
bei 105° getrocknet. 


[. 0.2204 ¢ Substanz gaben 0.0269 ¢ FeO, und 0.0503 ¢ Ac] (nach € 


il. & 18 me » > 0.642 ecm N bei 723 mm und 21° » Pre 
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Berechnet Gefunden: 


fiir C,,H,,0,N,FeCl: § I. 


N 8.73 — 8.67 
hs 8 70) R54 
( 93 5.64 


Mesohimindimethylester. Von methylalkoholischer 
Salzsiiture wird Mesohiimin esterifiziert und die Dimethylver- 
bindung krystallisiert gut aus, wenn Wasser zugegen ist. Wir 
versetzten die warme Loésung von 2,8 g¢ Mesohiimatin in 2,5 |] 
Holzzeist mit 11 konzentrierter Salzsiiure; nach einigen Stunden 
war der Ester in prichtigen metallglinzenden braunen Nadeln 
auskrystallisiert, die auf dem Filter mit chlorwasserstoffhaltigem 
und mit wenig reinem Methylalkohol gewaschen wurden (Aus- 

Diese Esterbildung erfolgt merkwiirdig rasch. Versetzt 
man eine Probe der methylalkoholischen Mesohimatinlésung 
mit Ather und gibt man vorsiehtig verdiinnte Natronlauge hinzu, 
fiirbt sich der Ather nicht an, die Siiure bleibt als Alkali- 
salz in der wiisserigen Schicht. Wiederholt man diese Probe 
alsbald nach dem Zusatz der Salzsiiure zur methylalkoholischen 
Losung, so geht der gebildete Ester mit schén gelblich roter 
larbe in den Ather, wiihrend die Alkalilauge sich kaum mehr 
anfiirbt. Beim Durehsehiitteln der atherischen LOsung mit ver- 


diinnter Salzsiiure sehliiet ihre Farbe in braun um, beim Ver- 


cod 


‘zen mit Natronlauge wieder in gelbrot. In der itherischen 


Natronlauge 
‘& l N,{COOCH,), ro, 7 C, H,,N,(COOCH;), 


saizsaure 


FeCl — FeOH 
Mesohiiminester Mesi hiimatinester 
braune Losung) (selbrote Lésung 


Der Mesohiiminester ist in Methyl- und Athylalkohol in 
der Wiirme leicht. kalt sehwer lislich, in Ather unléslich, aber 
sehr leicht lOslich in Aceton und in Chloroform. Durch Auflésen 


in Pyridin und EFintragen in methylalkoholische Salzsaure labt 


er sich umkrystallisieren, Hiiminester in gleicher Weise. 
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[. 0.1472 g Substanz gaben 0.8398 g CO, und 0.0730 ¢ H,O 
Il. O,1796 » O4-156 » OORT 
HH]. O38 » 8.32 ccm "™/1o-NH, (nach Kyeldah}) 
IV. 0.2585 0.0291 ¢ FeO. und 0.0564 ¢ AgCl (nach Carius) 
V. 0.1283 » 0.0147» Asche (Fe,O 
VI. 0,2028 >» . 0.13541 >AgJ (nach Zeise] 
Berechnet Gelunden 
fiir C,,H..N,FeCl(COOCHG), : [, I]. LI] IV. V. VI 
y 62,72 62,96 03.02 
I] 5.7 5D D409 
N Q 37 8.42 — 
Fe Qf =a aa 7 os BOO) 
(‘| 0.30 = DO 
2 OCH Q 27 oo _ 8.73 


Hiimatindimethylester. Auch Hiimin, dessen Esterili- 
zierung M. Nenecki und J. Zaleski!) beschrieben haben, wird 
rasch esterifiziert; sein Ester ist tiber verdiinnter Natronlauge 
sleichfalls leicht lislich in Ather. Der Hiimatinester hat in 
Ather dieselbe schon gelbrote Farbe wie die Mesoverbindung: 
schutteln wir die LOosung mit verdiinnter Salzsiure, so schligt 
ihre Farbe in braun um und das Chlorid, der Hiiminester, 
krystallisiert in glitzernden, schief abgeschnittenen Prismen 
vollstiindig aus. Beim Versetzen mit Lauge gehen sie wieder 
mit der roten Farbe in den Ather. 

Aus einer groferen Menge Hiiminester wurde durch Ver- 
reiben mit Alkohol und Zusatz methylalkoholischer Kalilauge 
und Ather die priichtig rote und gelb tingierende Hiimatinester- 
losung gewonnen; nach starkem Einengen krystallisierte der 
Ester in dunklen Prismen von metallischem Glanz aus. Er ist 
in vielen Lésungsmitteln, in den Alkoholen, Ather, Aceton 
und Chloroform Jeicht l6slich. 


0.1329 g Substanz gaben 0,0154 g Fe,O, und 0.0006 g AgCl (nach Carius 


Berechnet fir C,,H,,0,N,Fe: Gefunden: 
Fe 8.93 8&1 
ci 0) ot) 


Mesoporphyrin. 
Durch Abspaltung des Eisens gibt das Mesohémin in glatter 


Reaktion das entsprechende Porphyrin, ohne dab zugleich wie 


i Diese Zeitse hriftt. Rd. 50. Sy: SRA. 399 (1000) 


) 
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bei Hamin eine Addition von Wasser erfolgt. Wir lieBen auf 
Mesohimin entweder Bromwasserstoff-Eisessig (Priip. A ftir die 
Analysen) oder konzentrierte Schwefelséure (Priip. B) einwirken: 
z. Bb. losten wir 1 g Mesohimin in kiituflichen Bromwasserstolt- 
Kisessig, verdiinnten nach eintigigem Stehen mit Wasser und 
fiiirten die Substanz durch Abstumpfen der Siiure in viel Ather 
uber. Aus der itherischen Lésung extrahierten wir, nachdem 
sie mit Wasser und mit 0,1 °,o1ger Salzsiiture gewaschen worden, 
das Porphyrin mit 3°,/olger Saure. Die Ausziige wurden zuerst 
mit etwas Ather gewaschen, dann brachten wir unter Ver- 
diinnen und anniiherndem Neutralisieren das Porphyrin wieder 
in viel Ather. Bei miifigem Einengen krystallisierte es (0.6 g) 
in diinnen Prismen und Nadeln, deren Pulver hellbrotbraun ist: 
aus Alkohol, worin es sich ahnlich wie Himoporphyrin beim 
Koechen betriichtlich I6st und in der Kiilte déuBerst schwer 
lOslich ist, schied es sich in einheitlich spindelf6rmigen Kry- 
stallen aus, die oft Durchwachsungszwillinge bildeten. 

Unsere Analysen und die zahlreichen von Zaleski er- 
moglichen keine Entscheidung tiber die Formel. Sie stimmen 
fiir die Zusammensetzung C,,H,,O,N, des Hiimoporphyrins und 
wiirden sich auch einer um 2 Wasserstoffatome  reicheren 
Formel hinkinglich ftigen. 

Priparat A 


|. 0.1799 ¢ Substanz gaben 00,4741 g CO, und O,1097 ¢ H,O 
Praiparat B. 
H. O.1437 ¢ Substanz gaben 0.5794 ¢ CO, und 0,0878 ¢ H,O 


Hl. 3,16 meg 0.294 ecm N bet 712mm u. 18° (nach Preg! 
IV. 405 » 0.390 — » » ee 4 18° 
Berechnet fur Gefunden : 
oe ee Cutie, : [. I] III. IV. 
. 71.74 71,70 71.87 72,00 : 
HH 694 6.57 6.82 6.84 ‘ 
N 1.11 L014 ~ --- 10,23 LOLS 


Zum Vergleich mit dem aus Haémin durch Erhitzen mit 
Alkali und Pyridin erhaltenen Porphyrin haben wir sowohl aus 
Hiimin wie aus Hamatoporphyrin Priaparate von Mesoporphyrin 
nach den Angaben von J. Zaleski dargestellt und durch Frak- 
tionieren mit verdiinnter Salzsiure nach der Methode von 
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Willstatter und Mieg gereinigt.‘) Aus der jodwasserstolf- 
sauren Losung wurde das Reduktionsprodukt durch Zusatz von 
Wasser und Abstumpfen der Siéure mit Natriumacetat gefiillt 
und der Niederschiag auf Talk filtriert. Dann brachten wir die 
Substanz durch Verreiben mit konzentrierter Salzsiiture und 
Ather in Lisung und fiihrten sie unter Verdiinnen und Neu- 
tralisieren mit Ammoniak in sehr viel Ather iiber: amorphes 
Nebenprodukt, das auch in konzentrierter Siiure braune Farbe 
zeigt, fiel dabei aus. Die itherische Losung extrahierten wir 
Smal mit je 1 Liter 2°/o1ger Salzsiiure (fiir 1-2 ¢ Meso- 
porphyrin), im Ather hinterblieb ein schwachbasischer Rest von 
brauner Farbe. Die leuechtend rote SalzsiiurelOsung ist) raseh 
mit Ather gewaschen, dann mit viel Ather tiberschichtet und 
annihernd neutralisiert worden: aus der nun erhaltenen reinen 
iitherischen Losung krystallisierte bei miifigem Eimengen das 
Mesoporphyrin in langen Prismen aus. 


Préiparat | aus Hiimin 


OPO62 & Substanz gaben 0.5435 ¢ CO, und 0.1250 Hoe) 


i 
Priparat Il aus Hamatoporphyrin. 


O.1720 ¢ Substanz gaben 0.4937 ¢ CO, und O,LLI9 ¢ HO 


Gefunden: 


I. 1 | 
( 71.88 71.94 
H : 7.00 7.25 


An der Identitét der durch Abbau mit Alkalien erhaltenen 
Substanz mit dem Mesoporphyrin von Nencki und Zaleski 
war nach dem Vergleich nicht zu zweifeln. Die quantitative 
Bestimmung der Verteilung zwischen Ather und 0,50°/oiger 
Salzsiiure ergab fiir die neue Darstellung die Verteilungszahl 
12.9, fiir das Produkt der Reduktion mit Jodwasserstolf die 
Verteilungszahl 11,8. Die Bestimmung nach dem in unserer 
NAIL. Abhandlung tiber Chlorophyll angeftihrten Verfahren ist 
diesem Falle etwas weniger genau als sonst, weil infolge der 


Die Versuche sind in der ersten Hialfte von 1912 ausgefihrt 


worden: eine andere Verbes erung der Isolierung, IN) de) Abscheiduans 


des Natriumsalzes bestehend, haben vor kurzem H. Fischer. FE. Bartholo- 
miaius und H. Rose verodffentheht. Diese Zeitschrift, Bd. &t S. 262 und 


278 (1913). 
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schwerloslichkeit des Chlorhydrates etwas Verlust beim Uber- 


fihren der Substanz aus Salzsiiure in Ather vorkommt. 


V. Atioporphyrin, 1 

Das Himoporphyrin verhiilt sich beim Erhitzen mit Natron- 
kalk iihnlich dem isomeren RKhodoporphyrin, die Abspaltung 
von Kohlensiiure nimmt aber einen noch weniger eglatten Ver- 
lauf. so dai viel sauerstoffhaltiges Nebenprodukt auftritt. Es 
ist vorzuziehen, da die Phylline ihre Carboxyle leichter verlieren 
als die Porphyrine, die Magnesiumverbindung des Hamopor- 
phyrins fiir die Decarboxvlierung anzuwenden und das Atio- 
porphyrin auf dem Umwege iiber das Atiophyllin zu bilden, 
zu welchem wir yor kurzem durch den Abbau des Chlorophyils 
celangt sind, 

liir die Kinfiihrung des Magnesiums in die Porphyrine des 
Chlorophylls und Himins haben Willstiitter und Forseén!) 
zwel allgemein anwendbare Methoden gefunden, die Einwirkung 
von Grignardschen LoOsungen und die Behandlung mit Magne- 
siumoxyd und methylalkoholischer Kalilauge. Mit der ersteren 
Methode hat ktirazlich J. Zaleski?) unabhiingig von der Ver- 
Offentlichung von Willstiétter und Forsén die Magnesium- 
verbindung des Mesoporphyrins dargestellt: in unserem Faille 
ist die Magnesiamethode vorzuziehen, da man in einem elnzigen 
Prozesse aus Hiimatoporphyrin das Magnesiumderivat des Himo- 
porphyrins in der fiir die weitere Verarbeitung geeigneten Form 
des Kaliumsalzes erhalt. 

Das Phyllin des Hiimoporphyrins entsteht niamlich un- 
mittelbar aus Himatoporphyrin beim Erhitzen auf 190° im 
Autoklaven in Mengen von 6 @ mit 9O cem methylalkoholischer 
Kalilauge und 2 g Magnesiumoxyd unter Zusatz von Pyridin 
160 cem). Nach dem Erkalten wurde die alkalische Fliissig- 
keit zur Entfernung des Pyridins mit 500 ecm Ather versetzt! 
und die ausgefiillte alkalische Schicht wiederholt mit Ather 
sewaschen. Dann verdiinnten wir sie mit 200 ccm Wasser 
und fiillten dadurch das Kaliumsalz des Phyllins in hellroten 


1) Ann. d. Chem., Bd. 396, S. 180 (1913 


2) Chem. Ber.. Bd. 46. S. 1687 (1913) 








Untersuchungen tiber den Blutfarbsto | ) 
Floecken vollstindiz aus. Beim Ausschiitteln mit Ather im Seheide- 
trichter sammelten sie sich an der Grenzschieht und lieben sich 
nach dem Ablassen der Lauge, die ein braunes Nebenprodukt 
entfernt, vom Ather abfiltrieren: die Ausbeute an der hoch 
prozentigen Kaliumverbindung betrug 8 g. beim Ansiiuern einer 
Probe mit primirem Phosphat entstand das freie Phyllin: es 
ist in dtherischer Losung fuchsienrot. thuoresciert stark und 
krystallisiert sehoOn. Durch Sdure wird es leicht in) Hiémo 
porphyrin mit der Salzsiiurezahl ° 1 tibergefiihrt. 
Von dem Kaliumsalz dieses Phyliins vermischen wi 

1 ¢ eriindlich mit 5 g¢ reinem (elsenfreiem) Natronkalk in der 
Reibschale und erhitzen, wie fur Rhodophyllinsalz beschrieben, 
im Heagierrohr in vielen sehr kleinen Portionen rasch und 
vorsichtig tiber einer kleinen Flamme, wober durch Beweger 
das Anhaften der Substanz an der Glaswand verhiitet wurde 
Bei dem Eintritt eines Farbwechsels von Hellerau in Braur 
war das Erhitzen sofort zu unterbrechen, aus der alkalischen 
Masse ging beim Anfeuchten und Aussehtitteln mit) reinem 


Ather das gebildete Phvyllin in Losung, unrein und daher 


braunrot. Die Ausziige vieler Portionen wurden zusammen 
mit konzentrierter methylalkoholischer Kahlauge, dann mil 
i /oiger Salzsiiure durchgeschtittelt, wodurch sich ohne Zer 
setzung des Phyllins braune Betmischungen entlernen leben 
hs war wichtig, das Lohprodukt weiter mit) Petrolither zu 
reinigen. Beim Versetzen der sehr konzentrierten jitherischei 
Losung mit viel (z. B. 11) Petrolither fielen sofort und noch 
mehr beim Stehen Flocken von amorphem Nebenprodukt aus 
Nach einer wiederholten derartigen Behandlung war die Losune 
des Atiophyllins priichtig violettrot und fluorescierte schon rot. 
Nun spalteten wir aus dieser Verbindung mit Siéure da 
Magnesium ab: wiihrend die iitherische Losung des Atiophyilins 
gegen wiisserige Salzsiure aulfallend bestiindig ist. z. B. bet 
einigem Schtitteln mit 10°/o1ger Salzsaure unverindert bleibt, 
geniigt schon eine sehr verdiinnte Sure (von O,1 bis 0.05" 
um pel der Einwirkung auf die PetroliitherlOsung die Mag- 


nesiumverbindung zu zersetzen, sodab die Farbe in den Bronze- 


Lon des Atioporphyrins umschliégt. Um das Atioporphyrin auf- 
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zunehmen, bedarf es freilich, entsprechend seiner Salzsiiure- 
zahl 3, einer stirkeren Siure. 

Der grofie Unterschied im Verhalten der petroliitherischen 
und iitherischen Phyllinl6sung beruht wahrscheinlich darauf. 
dali der Ather die komplexe Bindung des Magnesiums schiitzt. 
indem er eine bestiindige Verbindung mit dem Phyllin bildet. 
Wie die andern Phylline und éhnlich den Grignardschen Ver- 
bindungen enthilt niimlich Atiophyllin gebundenen Ather, der 
itn Hochvakuum bet 100° abgegeben wird. 

Wir zogen aus Petroliither mit 6°/olger Salzsiiure das 
Atioporphyrin aus und ftihrten es unter Neutralisieren wieder 
in Ather tiber. Wiihrend des Einengens begann bei einem 
Volumen von 0,5 | die Substanz sich abzuscheiden, indessen 
dampften wir rasch auf 100 ccm ein und lieben dann die 
Fliissigkeit, stehen: nun krystallisierte das Atioporphyrin voll- 
stiindig aus in schénen und einheitlichen glinzenden = spitzen 
Prismen. Die Ausheute betrug 0.6 g aus 25 ¢ Himatoporphyrin, 
ber einem anderen Versuche 0.5 ¢ aus 9 g. 

Die exsikkatortrocknen Priaparate erlitten im Hochyvakuum 
bei 100° einen Gewichtsverlust von 1—8°/o: thre basischen 
Kigenschaften idinderten sich nicht beim Trocknen. Die Substanz 
war ohne Umkrystallisation aschefrei; obwohl sie ganz einheitlich 
und ebenso rein zu sein schien wie die Praparate aus Chloro- 
phyliderivaten, ergaben unsere Analysen etwas zu niedere Werte. 


iparat 1. O.1645 g Substanz gaben 0,4800 g CO, und 0,1067 ¢ H,O 


IH. = =O1D26 (0.4450 0.100% 
Berechnet Gefunden: 
fiir C,,H,,N,: I. If. 
(: SO.11 79,98 19,93 
H = 7,82 7.26 7.40 


Zur weiteren Reinigung fiihrten wir die Substanz in ihr 
styphninsaures Salz tiber, das gut krystallisiert, indessen von 
iiberschiissiger Styphninsiiure nicht leicht ganz zu trennen ist. 
Das Porphyrin lief} sich am besten durch Auflésen in alkohol- 
haltiger 2O0°/oiger Salzsiiure und Abstumpfen der Siiure mit 
Ammoniak in Ather iiberfiihren. Beim Versetzen mit iitherischer 
Styphninsiiure fielen wenige Flocken und dunkle Partikel aus, 











Untersuchungen tber den Blutfarbstoff. | iO7 
aber nach dem Einengen priachtige Krystalle des Styphnates 
rubinrote trigonale Pyramiden mit gerundeten Kanten. Das Salz 
zersetzt sich beim Erhitzen, sintert und schmilzt ber 170° wie 
das Stvphnat des Praparates aus Phylloporphyrin. Die Ver- 
bindung ist mit Wasser und Ather zerlegt und das Porphyrin 
beim Einengen wieder in Krystallen erhalten worden, die im 
Hochvakuum nur 03° 5 an Gewicht verloren. 


(1595 & Substanz gaben 0.4643 ¢ CO, und O,1076 ¢ HO 
| echnel Grefunden 
Se , 
| SO.11 TY39 
H 7.82 7.09 


Trotz der schwer erklirlichen Abweichungen der Analyse, 
die auf eine nicht ganz gentigende Reinheit hindeuten, halten 
wir die Identitét der Substanz mit dem Atioporphyrin aus den 
Chlorophyliderivaten fiir sicher. Die Ubereinstimmung in allen 
Kigenschaften und die quantitative Bestimmung der Verteilung 
zwischen Salzsiiure und Ather, der Verteilungszahl, ist) datiir 
beweisend. Wir finden ftir 3°/oige Salzsiure (an diese gibt 
die iitherische Lésung etwa 23 der Substanz ab; die Ver- 
teilungszahl 43 und hatten fiir die Darstellung aus Chloro- 
phyll 40 ermittelt. 

Das Atioporphyrin der neuen Herkunft ist in Alkohol und 
Petroliither schwer, in Eisessig leicht loslich mit priichtig blau- 
roter Farbe, wiihrend es in Ather bronzerot ist. Beim Ver- 
dunsten einer petroliitherischen Losung krystallisiert es in 
kleinen, rotbraunen, schief begrenzten Prisinen: das Pulver 
hat die Farbe von Alizarin auf Chrombeize. Es schmuilzt. all- 
miihlich bei 265° (unter Zersetzung), etwas tlefer als das Prit- 
parat aus Phylloporphyrin (280°). 

Absorptionsspektrum. Die iitherische LOsung stimimt, 
wie die Figur und die folgenden Zahlen zeigen, in ihrem 
charakteristischen Spektrum mit unseren friiheren Messungen 
iiberein. Wir beobachten hauptsiichlich 4 starke Bander; ein 
besonders dunkles und scharfes liegt in Blau (VIII), ein 
anderes breites in Griin, ein eigentiimlich gegliedertes in det 
gelbgriinen Region und im Orange ein schmales Band, dem 


gegen Gelb hin ein Schatten folgt. 
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Fig, 2. 


In das Athloporphyrin labt sich Eisen einfiihren, wenn 
man es in Eisessig mit Eisenchlorid und etwas Natriumacetat 
erwiarmt. Ohne den Zusatz von Natriumacetat erfolgt die Sub- 
stitution nicht, so gibt die iitherische L6sung mit Eisenchlorid 
nur die hellrote tlockige Fiillung eines lockeren Additions- 
produktes, das schon von Wasser zerlegt wird. 

Die Ferriverbindung, braunrot in Atherlésung, ist zum 
lL nterschied vom Atioporphyrin noch gegen 20°/oige Salzsiure 
indifferent, stiirkere Salzsiiure nimmt ohne Abspaltung des 
Kisens die komplexe Verbindung auf. Mit Alkali reagiert ihre 
‘iitherische LoOsung sofort wie Himinester und Mesohiiminester, 


sie wird braun und nimmt intensives gelbes Tingieren an. 





Dabei erfolet die Umwandlung des Chlorides in die Base nach 
der Gleichung: C,,H,,N,FeCl-+ NaOH = C,,H,,N,FeQH +- NaCl. 
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. Das Buch will nach der Vorbemerkung des Verfassers durch 
eine zusammenfassende Darstellung der Ereignisse und Stimmungen in 
Konstantinopel wahrend des Krieges «die Schlachtberichte erginzen, die 
Bedeutung der Entscheidungen im Felde beleuchten und die in Kon- 
stantinopel gefaften Beschliisse verstiéndlich machen». Der Verfasser 
hat sich nach seiner Erklarung bemiiht, ohne Parteinahme und ohne Uber- 
treibung kiihl und schlicht wiederzugeben, was er selbst in der tiirkischen 
Hauptstadt gesehen und gehdrt hat. 

Die Disposition des Buches ergab sich zwingend aus dem Gang 
der Ereignisse. Das erste Kapitel, betitelt «<Zwischen Frieden und Krieg», 
schildert die Tage fieberhafter Spannung zwischen dem 1. Oktober, an 
dem die Nachricht von der Mobilisation der Balkanarmeen in Konstanti- 
nopel bekannt wurde und dem Ausbruch des Balkankrieges. Das zweite 
Kapitel trigt die Uberschrift «Das Echo der Schlachten>. Das dritte 
schildert «Die Schrecken des Krieges». Es behandelt die triiben November- 
tage nach der Niederlage von Liile-Burgas, die Tage der Volkserbitterung, 
der Massakerfurcht und der Cholera. Ein weiteres Kapitel, das den Titel 
«Der Kanonendonner von Tschataldscha>» fiihrt, berichtet tuber die Vor- 
ginge wihrend der Schlacht vom 17. und 18. November, die Landung 
der fremden Matrosen und die Ereignisse bis zum Beginn der Waffen- 
stillstandsverhandlungen. Es folgt die Schilderung der Zeit des Waffen- 
stillstandes, der Revolution des 23. Januar, der neuen Feindseligkeiten 
bis zum Fall von Adrianopel und endlich der Friedensverhandlungen. 
Das Buch schlieft aber mit dem Londoner Prialiminarfrieden vom 30. Mai 
nicht ab. Seine letzten Seiten behandeln noch die weiteren Ereignisse 
bis zur Ermordung Mahmud Schefket Paschas und zur Kundgebung des 
neuen Kabinetts vom 23. Juni. 

Das hiibsch ausgestattete Buch, das mit wohlgelungenen Vignetten 
des elsiissischen Zeichners Ph. Kamm geschmiickt ist, wird als bleibende 
Erinnerung an die ernste Kriegszeit willkommen sein.» 

Osmanischer Lloyd vom 14, Aug. 1913. 
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